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Abstract of EP0348348 

The present invention relates to a process for 
controlling plant pests, which is based on 
proteinase inhibitors which are synthesized in the 
plant as a result of genetic manipulation. It also 
relates to transgenic mono- and dicotyledonous 
plants which contain genes which encode 
proteinase inhibitors or their precursors, and 
plants which express these genes and a process 
for controlling plant pests by exposing these to 
such a transgenic plant. The invention further 
relates to DNA sequences and vectors which 
contain these sequences and which encode 
proteinase inhibitors. 
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@ Verfahren zur BekSmpfung von PfianzenschSdIlngan. 

(g) Die vorllegende Erfindung betrtfft ein Verfahren zur 
Bekgmpfung von Pflanzensch^llngea das auf Protetnase-inhi' 
bitoren basiert, die in der Pflanze als Folge einer genetischen 
Manipulation synthetisiert werden. Sie betrifft auch transgene 
ein- und zweikeimblatthge Pflanzen, die Gene enthaften. die 
Protetnase-inhSaitoren Oder deren Vcrtaufer Icodieren. sowie 
Pflanzen, die dtese Gene exprimieren, und ein Verfahren zur 
Belcampfung von Pflanzensch§dlingen, indem diese soteh einer 
transgenen Pflanze ausgesetzt werden. Ein anderer Gegen- 
stand sind DNA-Sequenzen und Vektoren, die diese Sequen- 
zen enthalten. die Proteinase-lnhibitoren kodieren. 
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Beschreibung 

Verfahren zur Bekamphing von Pftanzenschadlingen 

Die vorllegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bekampfung von Schadlingen auf Pflanzen. 
Insbesondere betrifft sie ein Verfahren zur Bekampfung von Schadlingen auf Rlanzen, indem die Schadlinge 
5 Proteinase-lnhibitoren ausgesetzt werden, die biologisch von den Pftenzen synthetisiert werden. Die 
Erfindung betrifft auch Pflanzen. die auf Grund ihres Gehalts an Proteinase-lnhibitoren den Befall durch 
Schadlinge hemmen oder fOr Schfidlinge toxisch sind. 

A. Proteinasen und ihre Inhibitoren 
10 Als Proteinase vwrd gewohnlicherweise ein Enzym bezeichnet, welches Peptldbindungen hydrolysiert, 

wodurch Molekule, die solche Bindungen enthalten, beispielsweise Protelne, zerstort werden. Proteinasen, 

die die Peptidbindung einer terminalen Aminosaure trennen, werden als "Exoproteinasen" bezeichnet. 

Enzyme, die eine nicht-terminale Peptidbindung hydrolysieren, werden ais "Endoprotelnasen" bezeichnet. Im 

Zusammenhang mit der vorllegenden Erfindung wird der Ausdruck jedoch auch als auf Stoffe anwendbar 
15 erachtet. die Peptidbindungen durch andere als Hydrolysemechanismen spalten. 

Beide genannten Proteinaseklassen zelgen verschledene Wirkungswelsen. Exoproteinasen konnen 

entweder am N-terminaien oder am C-terminaien Ende des Peptids schneiden. Aminopeptidasen v«rken am 

N-terminalen Ende, Carboxypeptidasen grerfen am C-terminalen Ende an. 
Endopeptldasen sind im allgemeinen spezifischer in ihren Wirkungen. Durch Konvention werden diese 
20 Enzyme in vier Hauptklassen eingeteilt, die die Art der hydroiysierten Bindungen und/oder die Vertiefung, die 

den Ort der Hydroiyseaktivitat umgibt, und/oder das Erfordemis eines charakteristischen Teils in der 

Proteinase widerspiegeln. 

Serin-Endoproteinasen werden durch die Betelligung einer Serin-Hydroxyl-gruppe des abzubauenden 
Proteins in der Hydrolysereaktion charakterisiert. Als Gruppe sind diese Proteinasen wahrscheinlich am 
25 besten charakterisiert. Sie kommen jedoch in mikrobiellen und tierischen Geweben offenbar weitaus haufiger 
vor als in pflanzlichen Geweben. 

Thiolproteinasen, die auch als Sulfhydrylproteinasen bezeichnet werden. sind offenbar die haufigste Gruppe 
von Proteinasen In Pflanzengeweben. Sie sind durch die offensichtiiche Betelligung von Schwefel in 
irgendeiner Form an der Hydrolysereaktion gekennzeichnet. Eine freie Sulfhydrylgruppe am Cystein ist im 
30 aktiven Zentrum einer Reihe dieser Proteinasen identifiziert worden. 

Die sauren Proteinasen, die auch als Carboxylproteinasen bekannt sind. sind im Pflanzen- und Tlerrelch weit 
verbreitet. Die aktiven Zentren enthalten offenbar zwel Aspanaglnsaureseitenketten, die sich ein gemeinsames 
Proton und eine Hydroxylgruppe von einem Tyrosinrest teilen. 

Die Metallproteinasen sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung generisch so definiert. dass sie solche 
35 Proteinasen umfassen, die nicht in eine der obigen drei Gruppen fallen und die wenigstens ein Metalilon fOr 
ihre hydrolytischen Aktivitaten brauchen. Calcium. Zink und Elsen gehoren zu den ubiichenveise In solchen 
Proteasen gefundenen Metallen. 

Proteinase-lnhibitoren sind Stoffe. die als Antagonisten wirken, indem sie die Aktivitat von Proteinasen 
unterbinden oder einschranken. Bne grosse Zahl von Klassifizierungsschemata ist entwickelt worden. um die 
40 Aktivitaten bestimmter Inhibitoren mit den jeweiligen Zielproteinasen und/oder anderen Inhibitoren zu 
korrelieren. Die gebrauchlichste Wassifizierung korreiiert die Aktivitat des Inhibitors mit der der Protei nase. 
Deshalb sind die vier Hauptklassen von Proteinase-lnhibitoren Serin-Proteinase-lnhibitoren. Thiolproteinase- 
Inhibrtoren. saure Proteinase-lnhibitoren und Metallproteinase-lnhibltoren. 

Serin-Proteinase-inhibitoren kommen naturiichenYeise in verschiedenen Gewebearten von Rlanzen vor. 
45 Sie sind offenbar gegen eine sehr grosse Anzahl von Serin-Proteinasen. die sowohl von Insekten als auch von 
Mikroorganismen stammen konnen. wirksam. Es gibt Anhaltspunkte, dass die Zielproteinase durch die 
Bildung eines stabilen Komplexes zwischen Proteinase und Inhibitor InaktMert wird. der unfahig ist. Peptide 
zu hydrolysieren. 

Vom mechanistischen Standpunkt aus werden die Inhibitoren der sauren Proteinasen und Metallproteina- 
50 sen wenlger gut verstanden. Sie kommen uberall im Pflanzenreich vor, obwohl sie offenbar weniger 
allgegenwartig sind als Serin-Proteinase-lnhibitoren. Es wird angenommen. dass die Inhibitoren der 
Thiolproteinasen hauptsachiich durch einen Mechanismus wirken, durch den der charakteristische 
Schwefelrest btockiert wnrd. 
Proteinase-lnhibitoren kdnnen auch aufgrund strnktureller Merkmale klassifiziert werden. Eine grosse Zahl 
55 von Proteinase-lnhibitoren mit niedrigem Molekulargewicht ist bekannt, grdsstenteils nichtnaturlichen, 
synthetischen Ursprungs und als Laborreagens geeignet. Eine Zahl von naturiich vorkommenden Inhibitoren 
mit niedrigem Molekulargewicht ist charakterisiert worden, die aus bakterielien und pitziichen Quellen 
stammen. Diese Gruppe schliesst Inhibitoren wie die Leupeptine, Antipaine und Pepstatine ein. Viele naturiich 
voricommende Proteinase-lnhibitoren sind tatsachlich Proteine. die direkt durch Genexpression in der Zelle 
60 gebildet oder in einer Abfolge chemischer, enzymatlsch kontrollierter Reaktionen synthetisiert werden, und 
zwar unter Kontrolle solcher Enzyme, die direkt durch Genexpression in der Zelle hergestellt werden. 
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B. Proteinase-lnhlbitoren in Pflanzen 

Pflanzliche Proteinase-lnhibitoren kommen haufig in pflanzlichen Geweben vor, offensichtlich a)s Teil eirtes 
btologischen Kontroltmechanismus. urn die Pflanz vor dem Angriff elner VIelzahl von Sch&dllngen zu schOtzen, 
insbesondere vor Insekten oder Mikroorganismen. Es wird angenommdn. dass die Pftanze als Antwort auf 
einen solchen Angriff einen oder mehrere Proteinase-lnhibitoren frelsetzt, der die Protelnasen im Korper des 5 
Angrelfers inaktiviert. wenn er vom Angreifer aufgenommen wird. Solche Inaktivierung stort sehr 
wahrscheinlich die Stoffwechselprozesse des Angreifers. besonders dessen Verdauungsprozesse, und 
verlangsamt oder unterbindet so dessen Metabolismus. 

Es 1st gezetgt worden, dass der Zusatz von Proteinase-lnhibitoren zur Nahrung bestimmter Insekten deren 
Wachstum hemmt. Gatehouse und Boulter (1983) haben beispielsweise gezeigt, dass der Trypsirnlnhibitor 10 
aus der Augenbohne (Vigna ungwculata) die Entwk^lung der Larve von Caliosobruchus macu/atus (gefteckter 
Bohnenkafer) hemmt; die Inhlbitoren aus der Sojabohne (Glycine max) und aus der Umabohne (Phaseofus 
lunatus) sind jedoch viel weniger wirksam. Murdock et al. (1987) haben gezeigt, dass einlge Insekten der 
Ordnung Coleoptera (Kafer) Wachstumsverzogerungen erieiden, wenn sie tnhibitoren der Thiolproteinasen 
ausgesetzt sind. 75 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass natOriich vorkommende Proteinase-lnhibitoren geeignete Mittel 
darstelien. urn Insekten oder mikrobieile SchSdllnge auf Pflanzen zu bekampfen. Der EInsatz von natQriteh 
vorkommenden Inhlbitoren im grossen Massstab leidet jedoch an einer Reihe von Nachteilen. Solche 
Verbindungen sind typischerweise Proteine, und bekanntermassen 1st es kostspietig, diese in grossen 
Mengen zu isolleren (oder auf andere Art herzustellen), zu reinigen und zu formulieren. Da viele von ihnen in ^ 
der Umwelt schneil abgebaut werden, sind sie nur fur kurze Zett akttv. was wiederholte Applikationen 
erforderlich macht. Zusfiitzllch zum raschen Abbau sind viele Proteinase-lnhibitoren wasserloslich und nach 
dem ersten Regensturm oder nach der ersten Bewasserung weggewaschen. 

Noch nachteillger 1st mdgllcherwelse die Unspezifitit vieler Proteinase-lnhibitoren. Viele inhlbitoren zeigen 
eine Aktivitat gegen sehr unterschiedik:he Insekten und Mikroorganismen. Entsprechend kann der Einsatz 25 
eines einzelnen Inhibitors gegen einen einzelnen SchSdling sehr wohl eine gewaltige, ungunstige Wirkung auf 
nutztiche Insekten und/oder Mikroorganismen haben. 

C. In vivo Synthese von Proteinase-lnhibitoren in Pflanzen 

Als Folge der Entwickiung auf dem Gebiet der Moiekularbiologie ist nun die Kontrotle genetischer Prozesse, 30 
die zur blologischen Herstellung von Proteinen in einer grossen Vielfait biologischer Organismen fuhren, in 
vielen Fallen bereits Routine. Von besonderer Bedeutung in der Entwickiung der Gentechnologie bzw. der 
rekombinanten DNA-Technologie ist die Verpfianzung von Genen aus einem Organismus in einen anderen, 
der (n seinen Elgenschaften ziemlich verschieden vom Ursprungsorganismus ist, um so den Empfangerorga- 
nismus mit einem Phanotypus auszustatten, der fQr Ihn nicht charakteristisch ist. 35 

Die Transfonnation von Pflanzen hat sich langsamer entwickelt als die Transformation anderer 
eukaryotischer Organismen. Erst in den letzten Jahren sind die Techniken, Pflanzengewebe zu transformieren 
und ausgewachsene fertile Pflanzen zu regenerieren. zahlreicher und verlasslicher geworden, sodass est 
nunmehr moglich geworden ist, Pflanzen so zu transformieren, dass sie einzelne Proteine exprlmieren. Heute 
stehen fur diesen Zweck ziemlich lelstungsfahige Verfahren zur Verfugung. 40 

In Anbetracht der Fortschritte der rekombinanten DNA-Technologie und der Nachteile. die mit dem 
Gebrauch der Proteinase-lnhibitoren in einer reinen oder in einer Im wesentllchen reinen Form verbunden 
sind, wird es nun moglich, transgene Pflanzen zu entwickein, die fahig sind, biologisch Proteinase-lnhibitoren 
zu synthetisieren. die die Pflanzen mit einem neuen bzw. zusatzlichen Verteidigungssystem versorgen, um 
sich vor dem Angriff durch Insekten und/oder Mikroorganismen selbst zu schOtzen, sodass von aussen kein 45 
Pestizid mehr appliziert werden muss. 

Die Nachteile. die oben fur die topikale Applikation von Proteinase-lnhibitoren aufgezeigt wurden, werden 
durch die Schaffung resistenter Pflanzen ganz Oder zumindest weitgehend ausgerSumt. Der Inhibitor wird in 
retner Form und ausreichender Menge in der Pflanze hergestellt, und braucht weder appliziert noch formuliert 
zu werden. Abbau in der Umwelt und Vertuste sind deshalb minimal, wenn nicht sogar bedeutungslos. Die 59 
biologische Synthese eInes bestlmmten Protcinase-lnhibitors gestattet uberdies eine gewisse Kontrolle uber 
seine Spezifitat in der Zlelpflanze. 

Die Moglichkeit, Pflanzen auf genetischer El>en mit der Fahigkelt auszustatten. einen fremden 
Proteinase-lnhibitor zu exprlmieren, das heisst. einen Proteinase-lnhibitor. den sie normalerweise nicht 
exprimieren, ist kurziich gezeigt worden (Hilder et al., 1987). In dieser Art>eft wurden Tabakpflanzen mit dem 55 
Gen transformiert. das den Trypsin-lnhibitor aus Vtgna unguiculata (Augenbohne) kodiert, und auf diese Welse 
wurde dem Tabak Resistenz gegenuber Heliothis vtrescens verliehen. 

Es ist ganz ktar, dass diese Demonstration einerseits zwar gewisse Schlussfolgerungen zulasst, 
andererseits jedoch zu bedenken ist, dass Tabak nur ein Modellsystem darstellt, das problemlos transformiert 
werden kann und deshalb allgemein fOr Einfuhrungsversuche zur Pflanzentransformation benutzt wird. Die €0 
vorliegende Erfindung ist jedoch auf die Transformation einer Vielfalt von Pflanzen mit Genen fur eine Vielfalt 
von Proteinase-lniiibitoren gerichtet. nicht nur zum Zwecke von Modellstudien sondem vieimehr im Hinblick 
auf eine gewerbliche Anwendbarkeit. 

Die Variationsbreite hinsichtllch der Pflanzen und der Inhlbitoren im Rahmen der vodiegenden Erfindung ist 
riesrg. Die Transformation von Tat>ak mit Genen, die Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitoren kodieren, ist wegen 65 
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ihres spezlellen Modellcharakters von Interesse. Die Transformation einer Vietfalt von Mono- und 
Dikotyiedonen mit weitgestreuter Brauchbarkert und wesentllchem kommerzienen Nutzen stellt einen 
bedeutenden Fortschritt dar, dessen Nutzen fur das ganze Gebiet der Landvwrtschaft von grosser Tragweite 
ist. So hat die Bereitstellung von Pflanzen mit erhohter Resistenz gegen Schadlinge signifikante Vorteile nicht 
5 nur fOr die Anbauer sondem auch die Verbraucher dieser Pflanzen, die als Nahrungs-, Putter-. Zier-, Faser-. 
Energie- und Arzneimittelquelle geeignet sind. 

Zusammenfassung der Erfindung 
Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenscbadlingen, welches im 

10 wesentlichen darauf beruht, den Schadling einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-lnhibitors 
auszusetzen, wobei der Inhibitor infolge einer genetischen Manipulation in der Pflanze selbst biologisch 
synthetislert wird, wobei die l^lanze eine Mono- oder Dikotyiedone ist. Die Erfindung betrifft auch die 
transgenen Pflanzen, die Gene enthalten, die Protelnase-lnhlbltoren kodieren, oder Gene, die Protein-Voriau- 
fer der gewOnschten Proteinase-lnhibitoren kodieren, und vorzugsweise solche Pflanzen, die diese Gene auch 

15 exprimieren. 

Den Schwerpunkt dieser Erfindung bilden transgene RIanen. die als Phanotyp die Fahigkeit zur in vivo 
Synthese eines fur diese Pflanzen fremden Proteinase-lnhibitors aufweisen, wobei der Inhibitor vorzugsweise 
in einer zur Bekampfung eines bestimmten Schadlings ausreichenden Menge entsteht und auf diese Weise 
den Pflanzen eine neue oder verbesserte Resistenz gegenOber diesem Schadling verllehen wird. 
20 Einen weiteren Gegenstand bildet das Verfahren zur Herstellung von neuen transgenen einkeimblattrigen 
Pflanzen (Monokotyledonen), die den oben genannten Phanotyp aufweisen. 

Ein anderer weiterer Gegenstand ist die Entwicklung neuer transgener zweikeimblattriger Pflanzen 
(Dikotyiedonen) mit besagtem Phanotyp. 

Ein anderer wichtiger Gegenstand dieser Erfindung Ist ein Verfahren zur Bekampfung von Pflanzenschadlin- 
25 gen, wobei diese den erfindungsgemassen transgenen Pflanzen ausgesetzt werden. 

Kurzbeschreibung der Abbildungen 

Fig. 1 : Konstruktion von pRK252/Tn903/Bglll. 
30 Fig. 2: Konstruktion von pCiBS. 

Rg. 3 und 4: Konstruktion von pCIB4. 
Fig. 5: Konstruktion von pCIB2. 

Fig. 6: Konstruktion von pCIBIO, einem Piasmid mit breitem Wirlsspektrum, das die T-DNA-Begrenzun- 
gen und ein Gen zur Pftanzenselektion enthalt. 
S5 Fig. 7: Konstruktion von pCIB710. 

Fig. 8: Konstruktion von pCiBIO/710. 

Fig. 9: Sequenz eines Cystatin-Gens, das gemSss vorilegender Erfindung in eine transgene Pflanze 
inkorporiert wird 

Fig. 10: Synthetische Genfragmente, die vorbereitet und anschllessend zum Cystatin-Gen von Fig. 9 
40 zusammengefugt werden. 

Fig. 11: Synthetische Genfragmente. die mit dem Sojabohnen Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen 
zusammengefugt werden. 

Kurzbeschreibung der Tabeilen A und B 
45 Tabelle A enthalt eine Auflistung von Pflanen, geordnet nach ihren Anwendungen. Sie ist aus Christie (1987) 
entnommen worden. 

In Tabelle B werden typische Vertreter transgener Pflanzen aufgeiistet. die Gene fOr Proteinase-lnhibitoren 
Oder fur Vorlaufer von Proteinase-lnhibitoren enthalten, die gemSss vorilegender Erfindung hergestelll 
werden, und nennt typische Vertreter von Insekten und anderen Schadlingen. gegen die diese Pflanzen 
so resistent sind bzw. die durch diese Pflanzen unter Kontrolle gehalten werden konnen, Der Umfang der 
Erfindung, so wie sie hier beschrieben ist, ist in keiner Weise durch diese beispielhafte Auflistung begrenzt. 

AUSFUEHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

55 A. Allgemeine Aspekte der Erfindung 

Ganz allgemein gesprochen ist die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zur Bekampfung eines 
Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angrelft, gerichtet. wobei das Verfahren im wesentlichen 
darauf beruht. dlesen SchSdling einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-lnhibitors in oder auf einer 
Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass 
60 (a) besagter Inhibitor btotogisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das 

den Proteinase-lnhibitor kodiert. oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder Gene, 
die einen oder mehrere VorlSufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobei 
(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist. typm§sslg ausgewahit aus der Gaippe bestehend aus Getrekle, 
65 Gemuse- und Knoilen-Iiefemden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Putter- und Rasengrasern, 
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Fasem-und Holz-llefemden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen; Oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahit au3 der Gruppe bestehend aus Getreide. 
Protein-liefemden Pflanzen, Obst-Iiefemden Pflanzen. Gemuse-und Knollen-liefemden Pflanen, 
NQssB-liefemden Pflanzen. Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasem- und Holz-lle- 
femden Pflanzen sowie GewOrz- und Duftpflanzen. 5 
Ein zweiter allgemeiner Aspekt der vorliegenden Erfindung richtet sich auf ein Verfahren zur Bekampfung 
eines Pfianzenschadlings, der eine bestimmte Zlelpflanze angreift, wobei dieses zwelte Verfahren dadurch 
gekennzelchnet Ist, den Scfiadling einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-lnhibitors in oder auf der 
Pfianze auszusetzen, dadurch gekennzelchnet. dass besagter Inhibitor: 

(a) biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das den 10 
Proteinase^nhib^tor kodlert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer Gene, die einen oder 
mehrere Voriauf er des Proteinase-lnhibHors kodieren, synthetisiert wird ; und 

(b) aus der Gruppe von Nicht-Trypsin Proteinase-lnhibitoren, bestehend aus Inhibitoren von 
Thiolproteinasen, Metallproteinasen, sauren Protelnasen und Serin-Proteinasen auszuwahlen ist. 

Ein spezleiler Aspekt der vorliegenden Erfindung richtet sich auf ein Verfahren zur Bekampfung eines 15 
Pfianzenschadlings, der eine bestimmte Zielpfianze angreift. wobel das Verfahren im wesentlichen darauf 
beruht, den Schadling einer pestizid wirksamen Menge eines Proteinase-lnhibitors in oder auf einer Pflanze 
auszusetzen, dadurch gekennzelchnet, dass besagter Inhibitor: 

(a) biologisch in der Pfianze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das den 
Proteinase-lnhibitor kodiert, Oder als Ergebnis der Expresston eines oder mehrerer fremder Gene, die 20 
einen oder mehrere Voriaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren. synthetisiert wird; wobei 

(b) der Inhibitor aus der Gruppe von Proteinase-lnhibitoren ausgewahit ist, die aus Inhibitoren von 
Thiolprofeinasen. Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Protelnasen besteht. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrrfft eine transgene Pfianze, die ein fremdes Gen, 
weiches fahig ist. einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine fremde 25 
Gengruppe, die fahig ist, einen oder mehrere Voriaufer eines Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt. 
dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Voriaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert. wobei 

der Proteinase-lnhibitor aus der Gmppe bestehend aus Inhibitoren der Serin-Proteinasen, Thiolproteina- 30 
sen. Metaliproteinasen und sauren Proteinasen ausgewahit ist; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Getreide. 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen. Zuckerpflanzen. Futter- und Rasengrasem. 
Fasem-und Holz-liefernden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen ; oder 35 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahit aus der Gmppe bestehend aus Getreide, 
Protein-Uefernden Pflanzen. Obst-iiefernden Pflanzen, Gemuse-und Knollen-liefernden Pflanzen. 
NOsse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen. Fasem- und Holz-lle- 
femden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

Femer betrifft die vorliegende Erfindung auch eine transgene Pflanze, die ein fremdes Gen, welches fahig 40 
ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine ftremde Gengruppe, die fahig ist, 
einen oder mehrere Voriaufer eines Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt, dadurch gekennzerchnet. 
dass 

(a) besagtes Gen Oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Voriaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, wobei 45 
der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Thiolproteinasen, Metallproteina- 
sen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen ausgewahit ist; wobel 

(b) besagte l=^anze entweder 

(I) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpfianzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasem, 50 
Fasem- und Holz-liefernden Pfianzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen; oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Proteln-liefernden Pflanzen, Obst-liefernden Pflanzen, Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, 
Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen. Zuckerpflanzen. Futterleguminosen, Fasem- und Holz-lle- 
femden Pflanzen. Drogen enthaltenden Pflanzen sowie Gewurz-und Duftpflanzen. 55 
Ausserdem betrifft die vorliegende Erfindung transgene Pflanzen, die einen Proteinase-lnhibitor 
exprimieren, der fur das erwahnte Verfahren zur Bekamphjng eines Schadlings, der eine Zielpfianze angreift, 
geeignet ist. 

B. Definitionen 60 

Urn fur ein Wares und prazises sprachliches Verstandnis der Beschreibung, der Anspruche und des 
Schutzumfangs zu sorgen, werden nachfolgende Begriffe im Rahmen dieser Erfindung wie folgt definiert: 
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Biologlsche Synthese eines Proteinase-inhib'rtors: 

Synthase eines Proteinase-lnhibitors in einer Wirtszelle. Dieser Ausdruck umfasst: (1) Prozesse. In denen 
Bin aktiver Protelnase-lnhibltor als Protein Inf olge der Expression eines Gens, das diesen Proteinase-lnhibrtor 
kodiert, produzlert wird; (2) Prozesse, in denen ein Translationsprcdukt posttranslattonal durch enzymatlsche 
5 Einwirkung verandert wird; und (3) Prozesse, in denen ein Protein oder mehrere Proteine als Ergebnis der 
Expression eines Gens oder mehrerer Gene produziert werden, wobei das Protein oder die Proteine an 
Reaktionen teilliaben. die einen oder mehrere Protein- oder Nichtproteln-Vorlaufer in einen aktiven 
Proteinase-lnhibitor umformen. Dieser lelztere Prozess umfasst auch die Falie, bei denen in der Pfianze 
exogen oder endogen auftretende Stoffe In Folgereaktionen in aktlve Proteinase-lnhibitoren umgewandelt 
10 werden. 

Blologische Synthese als Ergebnis der Genexpresslon: 

Synthese eines Produkts in einer Wirtszelle, das direkt aus der Genexpression resultiert (d.h. als Produkt 
der Translation), oder Synthese eines Produkts, das indirekt aus der Genexpression (d.h. als Produkt 
15 chemischer Reaktionen. die von Translationsprodukten ausgefuhrt werden) resultiert. 

Bekampfung eines Schtdlings: 
Toten eines Schadlings oder Hemmung seiner Aktivitat, sodass der Wirt verschont bieibt. 

20 Fremdes Gen oder fremde Gengruppe: 

Ein Gen oder eine Gengruppe. die von einem Wirt abstammen, der von dem, der letztlrch den gewunschten 
Genotyp zeigt. verschieden ist; oder ein Gen oder eine Gengruppe, welche vom gleichen Wirt abstammen. mit 
der Massgabe, dass dieser Wirt in gewisser Hinsicht genetisch modlfizfert voriiegt. Veranderung in dieser 
letzteren Situation schliesst spezifisch. ohne sich darauf zu beschranken. jeden Austausch in der 

25 DNA-Sequenz des Gens oder jedes Hinzufugen eines oder mehrerer kodierender Abschnitte, die einen 
zusalzlichen Phanotyp (beispieisweise einen Antibiotika-Marker) kodieren, ein. 

Gen: 

Eine DNA-Sequenz, die alle Abschnitte enthalt, die notig sind, um die Translation eines Proteins 
30 durchzufOhren. Die nStigen Abschnitte schliessen wenigstens eine Promotorsequenz. eine kodierende 
Sequenz und ein Terminationssignal ein. Diese Abschnitte konnen, aber mOssen In keiner Weise von 
derselben Quelle abstammen; d.h. der Ausdruck "Gen", so wie er hier verwendet wird, umfasst 
DNA-Abschnitte, die von derselben oder von verschiedenen Quellen abstammen. 

35 Nicht-Trypsin-Proteinase: 

Eine Proteinase, deren WIrkungswelse sich wesentlich von der des Trypsins gemass vereinbarter 
Klassifizierungsschemata unterscheidet oder die der Fachman als unterschiedlich ansieht. Veranschaulichen- 
de, nicht-limitierende Beispiele fur diesen Ausdruck sind Proteinasen. die zwei oder mehrere Wirkungsweisen 
haben, von denen sich die bedeutendste wesentlich von der eines Trypsins unterscheidet. obwohl eine 

40 weniger bedeutende oder die am wenigsten bedeutende wie die eines Trypsins sein kann. Ein 
erfindungsgemasser Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitor stort wenigstens die primare Wirkungsweise. unge- 
achtet irgendeiner Storung der Trypsin-Wirkungsweise. 

Pestizid wirksame Menge: 
45 Eine Menge, die ausreicht, einen Schadling zu bekampfen. 

Pfianze: 

Eine Pfianze im herkommlichen Sinne. aber unter Einschluss von Pflanzengewebe. gleichgQItig ob in einer 
Pfianze oder ais gezuchtetes Gewebe. beispieisweise als Teil von Gewebekulturen in Nahrmedien. 

50 

Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors: 

Ein Stoff, gegebenenfalls aus Protein, der enzymatisch in der Wirtszelle in einen aktiven Proteinase-lnhibitor 
umgewandelt wird, oder der (entweder als Reaktionspartner oder als Enzym) an der Synthese eines 
Proteinase-lnhibitors tellnlmmt. Dieser Ausdruck umfasst beispieisweise einzelne Verbindungen oder 
55 Gruppen von Verbindungen, die endogen oder exogen fur eine Wirtszelle auftreten. Der Ausdruck umfasst 
daruberhlnaus Enzyme, die an der Synthese eines Pro teinase-lnhibitors aus zeilularen Substraten teiihaben; 
in diesem Fall werden sowohl das Substrat als auch das Enzym als Proteinase-lnhibitor betrachtet. 

Proteinase: 

60 Ein Stoff, entweder eine einzelne Verbindung oder eine Gruppe von gemeinsam wirkerwien Verbindungen, 
der ein Protein inaktiviert. Obwohi der Ausdruck "Proteinase" hier austauschbar mit "Protease" ist. soil hier 
und im folgenden vorzugsweise der Ausdruck "Proteinase" gebraucht werden. 
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Proteinase-lnhibitor: 

Ein Stoff. entweder eine einzelne Verbindung Oder eine Gruppe von gemeinsam wirkenden Verbindungen, 
der ist, ein Protein zu inaktivieren. 

Transgene Pflanze: ^ 

Eine Pflanze, die wenlgstens eine DNA-Sequenz enthalt, welche ein Gen sein kann und sich von der 
entsprechenden DNA-Sequenz In der anaiogen Wildtyppflanze unterscheidet. Hier und im folgenden umfasst 
der Ausdruck jede Pflanze. In der Irgendeine DNA relativ zur entsprechenden DNA der Wildtyppflanze 
verandert ist. Die veranderte DNA muss jedoch nicht zwangsweise der Wildtyppflanze einen neuen Phanotyp 
verieihen. Transgene Pflanzen In diesem Sinne umfassen demnacti aucin Pflanzen mit einer gegenuber dem 10 
Wtldtyp erhdhten Zahl von Genkopien und Pflanzen mit modifizierten DNA-Sequenzen, die nicht 
notwendigerweise auf solche beschrankt sind, die Protelne kodieren. 

Funktlonelle Aehniichkeit von tnhibitoren: 

Funktionell ahnlich sind Inhibitoren, wenn sie ohne signlfikante Wirkungsverschlechlerung gegeneinander 15 
ausgetauscht werden konnen, d.h. wenn sie eine gleichartige Wirkung aufwelsen und ihre Wirkungshohe in 
der gleichen Grossenordnung liegt. 

C. Transgen e Pflanzen und Verfahren zur Schadlingsbekampfung 

^ 

(1) Transgene Pflanzen, die Proteinase-inhibitoren allervier Klassen enthalten, und die Venwendung dieser 
Inhibitoren 

Die vorliegende Erfindung bietet die Moglichkeit. eine Anzahl von transgenen ein- und zweikBimblattrigen 
Pflanzen vor Pflanzenschadllngen zu schuizen. Dieser Schutz baslert auf Proteinase-lnhibrtoren. die 
reprasentaliv fQr alle vier ubilchen Klassen von solchen Inhibitoren sind und welche biologisch in diesen 25 
Pflanzen synthetisiert werden. Zu den Schadlingen, die auf diese Art bekampft werden konnen, gehoren vor 
allem Insekten. Milben, Pilze und Bakterien. 

Zielpflanzen, die im Rahmen voriiegender Erfindung besonders interessant sind. sind insbesondere (a) 
Monokotyledonen. typmassig ausgewahtt aus der Gruppe der Zierpf ianzen und jener Pflanzen. die in Tabelle A 
als Getreide, Gemuse- und Knoilen-liefemde Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Putter- und Rasengraser» 30 
Fasern- und Holz-liefemde Pflanzen sowle Gewurz- und Duftpflanzen aufgelistet sind; und (b) Dikotyledonen, 
typmSssig ausgewahit aus der Gruppe der Zierpflanzen und jener Pflanzen. die in Tabelle A als Getreide. 
Protein-liefemde Pflanzen, Obst-liefemde Pflanzen, Gemuse- und Knollen-liefemde Pflanzen. Nusse-liefenrKie 
Pflanzen. Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-liefemde Pflanzen sowle 
Gewurz- und Duftpflanzen aufgelistet sind. DemgegenQber sind Dikotyledonen, die Drogen enthalten, unter 35 
diesem Aspekt der Erfindung nicht eingeschlossen. 

Bevorzugte einkeimblattrige Pfianzentypen schliessen Getreide, Gemuse-und Knollen-liefemde Pflanzen. 
Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasengraser ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Avena 
(Hafer), Hordeum (Gerste), Oryza (Reis), Sorghum (Hirse), Tritlcum (Welzen), Dactylis (Knauelgras) und 
Saccharum (Zucken-ohr), sowie Zea mays (Mais). ^ 

Insbesondere bevorzugt sind Pflanzen der Gattung Dactyffs und Zea mays, besonders Zea mays. 

Bevorzugte zweikeimblattrige Pfianzentypen schliessen Obst-liefernde Pflanzen, Gemuse- und Knollen-lie- 
femde Pflanzen. Oelpflanzen. Zuckerpflanzen, Futterleguminosen sowie Fasern- und Holz-liefemde Pflanzen 
ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Lycopersicon (Tomate), Solanum (Kartoffel). Pfsum 
(Erbse). Beta (Rube), G/ydne (Sojabohne). Brassica (Raps und Kohl) und Gossypfum (Baumwolle). 45 

Am bevorzugtesten sind Pflanzen der Gattungen Lycopersicon, Solanum und Gossypium. Eine andere 
Gnjppe bevorzugter Pflanzen besteht aus Kartoffeln. Raps. Tomaten. Sojabohnen, Erbsen und Baumwolle. 

Eine Hemmung kann beispielsweise bei transgenen Pflanzen beobachtet werden, die mindestens ein 
fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe enthalten. das/die einen Inhibitor eIner Serin-Protelnase kodiert. 
Bevorzugt sind Inhibitoren wenigstens einer Serin-Proteinase ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus 50 
Thrombin. Plasmin, Elastase. Kallikreln. Subtlllsin. Cathepsin G. Chymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator, 
G'l-Esterase. Enterokinase, Tryptase. Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhan- 
giger Protease. Thermitase. Mastzellen-Protelnase I und II. Streptomyces griseus-PToXemose A, Staphylococ- 
cus aureus V8-Proteinase, Tenebno a-Proteinase. Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-aktivie- 
renden Faktoren und den Serin-Carboxypeptklasen sowie einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle 55 
Oder funktlonelle Aehniichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

Ausserdem kann der Inhibitor ein Trypsin- oder ein Chymotrypsin-lnhibitor sein. Wenn die Proteinase 
Chymotrypsin ist, ist der Inhibitor bevorzugt ein Kartoffel I-, Kartoffel II-, Tomaten I- oder Tomaten l!-lnhibitor. 

Die Hemmung aussert sich auch als Ergebnis der in vivo Synthese von anderen Inhibitoren von 
Serin-Proteinasen. wenn einer oder mehrere solcher Inhibitoren ein Vertreter der Bowman-Birk Inhibitor-Fami- 60 
lie, der Sojabohnen-Kunitz Inhibitor-Familie, der Rinderpankreas-Trypsin (Kunltz) Inhlbitor-Familie, der 
KazaJ-Trypsin Inhibitor-Familie, der 5frepfo/nyces-Subtiiisin Inhibitor-Familie, der Kartoffel-lnhibitor l-Familie. 
der Kartoffel-lnhibitor ll-Familie, der ai-Proteinase Inhibitor-Familie, der Hirudin-Familie, der Bdellin-Familie, 
der Eglin-Familie, der Inter- ai-Trypsin Inhibitor-Familie, der Serpin-Ueberfamilie. der d-lnhibitor-Familie, der 
Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupepttne. der Antipaine, Qastinal und Chymostatin ist. Eingeschlossen sind 65 
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Inhibltoren, die eine wesentliche struktureile Oder funktionelle Aehnlichkeit mit einem der vorgenannten 
Inhibitoren haben. 

Besonders bevorzugte Serin-Proteinase-inhibitoren sind der SoJabohnen-KunitzTrypsin-lnhibitor, ai-Anti- 
trypsin (ein Beispiel fur die ai-Proteinase-lnhibilor-Familie). Eglin C und Eglin C-Mutanten, besonders Eglin C 
5 (Arg 45). 

Eine bevorzugte Gruppe von Inhibitoren, die biologisch in einer transgenen Pflanze synthetisiert werden 
und bei der Schadlingsbekampfung, besonders der Bekampfung von Insekten, nutdich sind. bestehl aus den 
Tliiolproteinase-lnhibitoren. Bevorzugte Beispiele hlerfOr sind die Inhibitoren von Papain, Bromelain, Ficin, 
Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C. Cathepsin L. Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostripain, 
10 Asclepain. Prolyl-Endopeptidase. Pyroglutamyl-Peptidase, Dipeptyl-Proteinase I. Hefe-Proteinase B, Strepto- 
coccus Proteinase, Staphylococcus Thiolproteinase und Actinidin sowie von ProteinaSen. die eine 
wesentilche struktureile oder funktionelle Aehnlichkeit nnit einer der vorgenannten aufweisen. 

Besonders bevorzugte Inhibitoren sind: Cystatin, Calpastatin. Bromelairvlnhibitor, Antipain, Leupeptin. 
Chymostatin und E64 Oder ein Abkommling davon sowie Inhibitoren. die eine wesentliche struktureile Oder 
15 funktionelle Aehnlichkeit mit den zuvor genannten aufweisen. E64 1st der Trivialname fOr [N-(L-3-Transcar- 
boxyoxiran-2-carbonyI)-L-leucyI]-amido(4-guanido)-butan. Bei Abkommlingen von E64 ist im allgemeinen die 
Gruppe -NH-(CH2)4-NH-C( = NH)-NH2 durch verschiedene Alkylgruppen Oder durch Gruppen wie -NH- 
(CH2)4-NH2, -NH-(CH2)2-CH3. -NH-(CH2)7-NH2 Oder -02CCH = CH-CO-NHCH(ii3ropyl)-CO-NH-(CH2)2-CH- 
(CH3)2 ersetzt. Zu den bevorzugten Inhibitoren vom Cystatintyp gehoren beispielsweise solche aus der 
20 Gruppe: HQhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A, Human-Cystatin B, Human-Cystatin C, Human-Cystatin 
S, Ratten-Cystatin a, Ratten-Cystatin p und Kininogen, beispielsweise L-Kininogen und H-Kininogen. 

Ein besonders bevorzugter Thiolproteinase-lnhibitor ist HOhnereiweiss-Cystatin. 

Daruberhinaus konrven transgene Pflanzen eine Resistenz gegen Pflanzenschadlinge aufweisen, wenn sie 
durch in vivo Synthase einen Metallproteinase-Inhibltor produzieren. Zu den bevorzugten Inhibitoren dieses 
25 Typs gehoren vor allem jene, die Carboxypeptidase A, Carboxypeptidase B, Aminopeptidase. Koliagenase, 
Calcium-abhangige neutraie Proteinase, Thermolysln, Anglotensin-umbauendes Enzym, renale Dlpeptidase, 
Enkephalinase, Gelatinase und Keratinase hemmen, Oder Inhibitoren von Proteinasen, die eine wesentliche 
struktureile oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten Proteinasen aufweisen. 

Besonders bevorzugte Inhibitoren sind: Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier Kollagenase-lnhibi- 
30 tor. a2-Makroglobuitn, Gewebe-Bradykinin-verst&icendes Peptid. Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 
sowie Inhibitoren. die eine wesentliche struktureile oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten 
Inhibitoren auifweisen. 

Schliesslich wird eine Hemmung auch dann beobachtet, wenn der Inhibitor eine saure F>roteInase hemmt. 
Bevorzugte Inhibitoren dieses Typs hemmen Pepsin, Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicillinopepsin und 
35 Scyta/idfum saure Protease B sowie Inhibitoren von Proteinase, die wesentliche struktureile oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten aufweisen. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Gruppe sind: Pepstattn, Ascaris Carboxylproteinase-lnhibitor, 
Bauh/nia Pepsin Inhibitor. ScopoHa japonica Proteinase-Inhibitor und Kartoffel Cathepsin D-lnhibitor sowie ein 
Inhibitor, der eine wesentliche stmkturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit den vorgenannten Inhibitoren 
40 aufweist. 

Zu den typischen Pflanzenschadlingen gehoren Insekten. Milben. Pilze und Bakterlen; dabei sind Insekten 
von besonderer Bedeutung. Tabelle B gibt einlge bevorzugte ReprSsentanten von Zielpfianzen an. Sie sind 
genetisch manipuliert. produzieren die angegebenen Proteinase-Inhibitoren und sind so in der Lage, die 
angegebenen Zielinsekten zu bekSmpfen. Diese beispielhafte Aufllstung soli auf kelnen Fall llmitierend fur die 
45 Erfindung sein. 

Primare Zielschadlinge von Monokotyledonen. beispielsweise Mais, sind Vertreter der Ordnungen 
Coieoptera (Kafer) und Lepidoptera (Schmetterllnge), insbesondere der Gattungen Diabrotica, Diatraea, 
Ostnnfa und Heliothis. Primare Zielschadlinge von DIkotyledonen. beispielsweise Kartoffein, Raps, Tomaten, 
Sojabohnen, Erbsen oder Baumwolle. sind ebenfails Vertreter der Ordnungen Coieoptera und Lepidoptera, 
50 Insbesonders der Gattungen Diabrotica, Diatraea, Ostrinia, Hefiothis, Spodoptera und Anthonomus. 

Die Proteinase-Inhibitoren konnen in jedem Teil der RIanze exprimiert werden, beispielsweise in den 
Wurzein, Stengein, Slattern, Samen oder Pollen der Pflanze. Vorzugsweise wird der Proteinase-Inhibitor in 
dem Teil der Pflanze exprimiert, der der primare Angriffspukt des zu bekampfenden Schadlings ist. 

55 (2) Transgene Pfianzen. die Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibltoren enthalten, und die Verwendung dieser 
Inhibitoren 

Die vorliegende Erfindung stellt auch Mittel berelt, transgene ein- und zweikelmblattrige Zielpfianzen vor 
Pflanzenschadlingen zu schutzen, bzw. die Schadlinge mittels transgener Pflanzen zu bekampfen. Dieser 
Schutz basiert auf Proteinase-Inhibitoren. die reprasentativ fur alle vier Qblichen Klassen sind und die 

60 biologisch in diesen Pflanzen synthetisiert werden. Insbesondere basiert dieser Schutz auf Inhibitoren von 
Nicht-Trypsin-Proteinasen aller vier Klassen, vorzugsweise auf Inhibitoren von Nicht-Trypsin-Serirv-Proteina- 
sen. Schadlinge, die auf diese Art bekampft werden konnen, sind vorherrschend Insekten, Milben. Pilze und 
Bakterlen. Pflanzen von besonderem Interesse unter diesem Aspekt der voriiegenden Erfindung schliessen. 
wie bereits enftraJint. Mono- und DIkotyledonen aus Tabelle A ein und sind typmassig ausgewahit aus der 

65 Gruppe bestehend aus Getreide, Protein-liefennden Pfianzen, Obst-liefemden Pflanzen, Gemuse-und 



8 



EP 0348348 A2 



KnoIlen^iefemden Pflanzen, Nusse-liefemden Pflanzen. Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengra- 
sem, Futterleguminosen, Fasem- und Holz-Il0femden Pflanzen, sowie GewOrz- und Duftpflanzen und darOber 
hinaus Drogen-enthattenden Ffianzen. 

Bevorzugte einkeimblattrige Pflanzentypen schliessen Getreide, GemOse-und Knollen-liefemde Pflanzen, 
Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasen-graser ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Avena 5 
(Hafer). Hordeum (Gerste). Oryza (Rels). Sorghum (Hirse), Tritlcum (Welzen), Dactylis (Kn§uelgras) und 
Saccharum (Zuckerrohr), sowie Zea mays (Mais). Ain bevorzugtesten sind Pflanzen der Galtung Dactylis und 
Zea mays. 

Bevorzugte zweikeimblattrige Pflanzentypen schliessen Obst-liefemde Pflanzen, Gemuse- und Knollen-lie- 
femde Pflanzen. Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen sowie Fasem- und Holz-liefemde Pflanzen 10 
und Drogen-enthaltende Pflanzen ein. Besonders bevorzugt sind Pflanzen der Gattungen Lycopersicon 
(Tomate), Solanum (Kartoffel), Pisum (Erbse), Beta (Rube), Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl), 
Gossypium (Baumwolle) und Nicotianaijabak), Am bevorzugtesten sind Pflanzen der Gattungen Lycopersi- 
con, Solanum, Gossypium und Nicotiana. 

Eine Hemmung kann beispielsweise bei transgenen Pflanzen beobachtet werden, die mindestens ein 15 
fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe enthalten, das/die einen Inhibitor einer Nicht-Trypsln 
Serin-Proteinase kodiert. Bevorzugt sind Inhibitoren wenigstens einer Nicht-Trypsin Serin-Proteinase, 
ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Thrombin, Plasmin, Elastase, Kallikrein, Subtillsln. Cathepsin G, 
Chymase. Acrosin. Plasminogen-Aktivator. Cl-Esterase, Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schnsidendem 
Enzym (Protyl-Endoproteinase). ATP-abhangiger Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II. 20 
Streptomyces griseus-ProXetnase A, Staptt^ococcus aureus VS-ProXe\nase, Teneb^o a-Proteinase, Urokina- 
se, Blutgennnungsfaktoren, Komplement-aktMerenden Faktoren und den Serln-Carboxypeptldasen sowie 
einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder funktioneile Aehnlichkelt mit einer der vorgenannten 
hat. Ausserdem kann der Inhibitor ein Chymotrypsln-lnhibitor seln. Wenn die Proteinase Chymotrypsin ist. ist 
der Inhibitor bevorzugt ein Kartoffel I-, Kartoffel II-, Tomaten I- oder Tomaten ll-lnhibitor. 25 

Die Hemmung aussert sich auch als Ergebnis der in vivo Synthese von anderen Inhibitoren von 
Nicht-Trypsin Serin-Protelnasen, wenn einer oder mehrere solcher Inhibitoren ein Vertreter der Bowman-Birk 
Inhlbitor-Familie, der Sfrepfomyces-Subtilisin Inhlbltor-Familie, der Kartoffel-lnhibitor l-Familie, der Kartoffel- 
Inhibitor Il-Familie, der a 1 -Proteinase Inhlbltor-Familie, der Hirudin-Familie, der Bdellln-Famllle, der 
Eglin-Familie, der lnter-ai-Trypsin Inhibitor-Familie, der Serpin-Ueberfamilie, der Cl-lnhibitor-Familie, der 30 
Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine, der Antipaine, Elastinal oder Chymostatin 1st. EIngeschlossen sind 
Inhibitoren. die eine wesentliche strukturelle oder funl<tionelle Aehnlrchkeit mit einem der vorgenannten 
Inhibitoren haben. 

Besonders bevorzugte Nicht-Trypsin Serin-Proteinase-lnhibitoren unter diesem Gesichtspunkt der 
Erfindung sind Egtin C und Eglin C-Mutanten, besonders Eglin C (Arg 45). 55 

Eine unter diesem spezlellen Aspekt der Erfindung bevorzugte Gruppe von Inhibitoren. die biologisch in 
einer transgenen Pftanze synthetisiert werden und nutzlich bei der Schadlingsbekampfung, besonders von 
Insekten, sind, enthalt wie bereits erwShnt, einen Inhibitor einer Thiolproteinase. Bevorzugte und besonders 
bevorzugte Beispiele solcher Inhibitoren sind in den vorangehenden Abschnitten aufgelistet und sind auch 
unter diesem Gesrchtspunkt der Erflndung bevorzugt. 40 

Ausserdem konnen transgene Pflanzen eine Resistenz gegen Schadlinge aufweisen, wenn durch die in vivo 
Synthese ein Inhibitor einer Metallproteinase produziert wird. Bevorzugte und besonders bevorzugte 
Inhibitoren unter diesem Gesichtspunkt der Erfindung sind jene, die als bevorzugt in den vorangehenden 
Abschnitten genannt werden. Schliessllch wird eine Hemmung beobachtet, wenn der Inhibitor ein Inhibitor 
einer sauren Proteinase ist. Auch hier sind unter diesem Aspekt der Erflndung bevorzugte und besonders 45 
bevorzugte inhibitoren solche. die als bevorzugt in den vorangegangenen Abschnitten genannt werden. 

Zu den typischen Pflanzenschadllngen gehOren Insekten, MUben, Pilze und Bakterlen; dabel sind Insekten 
von besonderer Bedeutung; Tabelle B gibt einlge bevorzugte Reprasentanten von Zietpflanzen an. Sie sind 
genetisch manipuliert. produzieren die angegebenen Proteinase-lnhibitoren und sind so in der Lage, die 
angegebenen Zielinsekten zu bekampfen. Diese beispieihafte Auflistung soil auf keinen Fall llmitierend fur die 50 
Erfindung sein. Typische zu bekampfende Schadlinge werden in den vorangehenden Abschnitten erwahnt. 

D. DNA-Sequenzen 

Bei der Transformation von Pflanzen, die r>6tig ist, um die erfindungsgemassen transgenen Pflanzen zu 
erzeugen und das erfindungsgemasse Verfahren anzuwenden, werden DNA-Sequenzen. die die Proteinase- 55 
Inhibitoren oder VorlSufer der Proteinase-lnhibitoren kodieren, fur die Manipulation eingesetzt. Entsprechend 
betrifft diese Erfindung auch die erfindungsgemass verwendeten DNA-Sequenzen. Die Transformationen 
werden nachfolgend detallliert beschrieben. 

Generisch gesehen betnfft die Erflndung eine im wesentlichen reine DNA-Sequenz. die eine kodierende 
Sequenz fur einen Proteinase-lnhibitor umfasst und die ausgewShlt ist aus. der Gruppe bestehend aus 60 
Inhibitoren von Thiolproteinasen, Metaliproteinasen, sauren F^roteinasen und Nidrl-Trypsin-Serin-Proteinasen. 
Oder eine kodierende Sequenz fur einen oder mehrere Vorlaufer, die an der biologischen Synthese eines 
Proteinase-lnhibitors teilhaben. vorzugsweise eines Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitors, ausgewahit aus der 
Gojppe bestehend aus Thiolproteinasen, Metaliproteinasen. sauren Proteinasen und Serin-Proteinasen. 
Ausserdem betrifft die Erfindung eine im wesentlichen reine DNA-Sequenz, die einen Proteinase-lnhibitor 65 
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kodiert, ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Thiolproteinasen, Metallproteinasen, 
sauren Proteinasen und Nicht-TrypsirvSerin-Protelnasen. 

Die Erfindung 1st auch so zu verstehen, dass sie Vektoren umfasst, die Sequenzen tragen. die 
ProteinasB-lnhibitoren Oder Vorlaufer von Protelnase-inliibitoren kodieren, und solche Sequenzen, die In im 
5 wesentliciien reiner Form isoliert wurden. 

Bevorzugt sind so\che Sequenzen fur Inhibitoren, die wirksam gegen Pflanzenschadlinge. insbesondere 
Insekten, Mllben, Rlze und Bakterien sind. Von besonderer Bedeutung sind solche Sequenzen, die Inhibitoren 
Oder Vorlaufer von Inhibitoren kodieren, die wirksam gegen Insekten sind. 

Es handelt slch typischerweise um Sequenzen, die entweder aus einem Tier, einem Bakterium, einem Pilz 
10 Oder einer Pflanze. die einer anderen Art ate die Zielpflanze angehort, stammen Oder die eine wesentliche 
Sequenzhomologie mit Proteinase-lnhibitorgenen aufweisen. die aus einem der vorgenannten Organismen 
stammen. 

In den Fallen, in denen die Erfindung auf einen Inhibitor einer Nicht-Trypsin-Serin-Proteinase gerichtet ist, 
handelt es sich um einen Inhibitor, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Chyrrwtrypsin, 

15 Thrombin, Plasmin. Elastase. Kallikrein, Subtiilsin, Cathepsin G. Ghymase, Acrosin, Plasminogen-Aktivator. 
Cl-Esterase, Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhan- 
giger Protease, Thermitase. Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces gn'seus-FroXeinase A. Staphyfococ- 
cusat/rei/5 V8-Proteinase, TfeneMo a-Proteinase. Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren. Kompiement-aktivie- 
renden Faktoren und den Serin-Carboxypeptfdasen sowie einem Inhibitor einer Proteinase, die eine 

20 wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

Wie bereits enwahnt. umfasst die Erfindung auch DNA-Sequenzen, die einen oder mehrere Vorlaufer 
kodieren, die an der biologischen Synthese eines Proteinase-lnhibitors teilhaben, wobel besagter Inhibitor 
ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus Thiolproteinasen, Metallproteinasen, sauren Proteinasen und 
Serin-Protetnasen. In diesem Fall ist die Serln-Proteinase ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Trypsin. 

25 Chymotrypsin, Thrombin, Plasmin, Elastase, Kallikrein. Subtilisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, 
Plasminogen-Aktivator, Cl-Esterase, EnteroWnase. Tryptase, Post-Prolin-schneidendem Enzym (Prolyl-Endo- 
proteinase), ATP-abhSnglger Protease. Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und II, Streptomyces gnseus-Pro- 
teinase A, Staphylococcus ai/ret/5 V8-Proteinase. Tenebno a-Proteinase. Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, 
Komplementaktivierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen und einer Proteinase, die eine 

30 wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

Spezifischer gesehen kann es einer Sequenz sein oder konnen es mehrere Sequenzen sein, die Vorlaufer 
kodieren, die zu einem Inhibitor fuhren, der ein Vertreter der Bowman-Birk Inhibitor-Famiiie, der 
Sojabohnen-Kumtz Inhlbitor-Familie. der RInderpankreas-TrypsIn (Kunitz) Inhibitor-Famiiie, der Kazal-Trypsin 
Inhibltor-Familie, der Streptomyces-S\ihX\\\^\x\ Inhibitor-Famiiie, der Kartoffel-lnhibitor l-Familie, der Kartoffel- 

35 inhibitor ll-Famifie, der ai-Proteinase Inhibitor-Famiiie, der Hirudin-Familie, der Bdellin-Famllie. der 
Eglin-Famille, der lnter-ai -Trypsin Inhibitor-Famiiie, der Serpin-Ueberfamilie, der CUnhibitor-Familie, der 
Ascan's Inhibitor-Famiiie. der Leupeptine, der Antlpaine, der Elastinal oder Chynwstatin Ist oder ein Inhibitor 
von Chymotrypsin oder ein Inhibitor, der im wesentlichen strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einem 
Chymotrypsin-inhibitor hat. In diesem letzten Fail kann es slch um eine Sequenz handeln. die den Kartoffel I-. 

40 Kartoffel II-, Tomaten l-oder Tomaten ll-lnhibitor kodrert. 

Ein weiterer Erfindungsgegenstand besteht darin, dass die DNA-Sequenz einen Protetnase-lnhibrtor oder 
einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, der zur Klasse der Inhibitoren von 
Thiolproteinasen gehort. Bevorzugte Beispiele hierfur sind die Inhibitoren von Papain, Bromelain. Ficin. 
Calpain, Cathepsin B. Cathepsin C, Cathepsin L. Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostripain. 

45 Asclepafn, Prolyl-Endopeptidase, Pyroglutamyl-Peptidase. Dlpeptyl-Protelnase I. Hefe-Proteinase B. Strepto- 
coccus Proteinase, Staphylococcus Thiolprotelnase und Actinidin sowie von Proteinasen. die eine 
wesentliche strukturelle Oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten aufweisen. 

Unter diesem Gesichtspunkt ist ein Inhibitor besonders bevorzugt, der entweder ein Cystatin. Calpastatin. 
Bromelain-lnhibitor. Antipain, Leupeptin. Chymostatn oder E64 oder ein Abkdmmling davon ist, oder einer, 

50 der eine wesentliche staikturelle oder funktionelle Aehnlichkeit damit hat. In den Fallen, in denen der inhibitor 
ein Cystatin ist, kann er ausgewahit sein aus der Gruppe bestehend aus HOhnereiweiss-Cystatin. 
Human-Cystatin A. Human-Cystatin B, Human-Cystatin C, Human-Cystatin S, Ratten-Cystatin a. Ratten-Cy- 
statin P und Kininogen, belspielsweise L-Kininogen und H-Kininogen. 
Des weiteren kann es sich bei der DNA-Sequenz um eine Sequenz handeln, die einen Proteinase-lnhibitor 

55 Oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, wobei die Proteinase eine 
Metallproteinase Ist. Beispielsweise kann es sich dabei um den Inhibitor der Carboxypeptidase A, 
Carboxypeptidase B. Aminopeptidase. Kollagenase. Calcium-abhangigen neutralen Proteinase, Thermolyan, 
des Anglotenslon-umbauenden Enzyms, der renalen Dipeptidase, der Enkephalinase, Gelatinase oder 
Keratinase handeln oder um einen Inhibitor einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder 

60 funktwnelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

Besonders bevorzugt unter diesem Blickwinkel sind DNA-Sequenzen, die Inhibitoren oder einen oder 
mehrere Vorlaufer von Inhibitoren kodieren, und die Inhibitoren vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus 
Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor. Saugetier Kollagenase-lnhibltor, aa-Makroglobulin, Gewet>e-Bradykinin- 
verstarkendem Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin sowie Inhibitoren, die eine wesentliche 

65 strukturelle oder funktionelle AehnOchkert mrt dem vorgenannten haben, sind. 
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Schliesslich betrffft die Erfindung auch DNA-Sequenzen. die einen Proteinase-lnhibitor Oder einen Oder 
mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodieren, der ein Inhibitor einer sauren Proteinase ist. Von 
besonderem (nteresse sind unter diesem Aspekt Jene Falle. in denen es sich um einen Inhibitor von Pepsin, 
Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicilfinopepsin Oder Scyta/fdfum ssmer Protease B oder um einen Inhibitor 
einer Proteinase handelt, die eine wesentliche strul<turelle oder funlctionelle Aehnlichkeit mit einer der 5 
vorgenannten hat. Besonders bevorzugt sind dabei solche Falle, in denen der Inhibitor ein Pepstatin. Ascaris 
Carboxylproteinase-lnhibitor, Bauhinia Pepsin Inhibitor, ScopoUa japonfca Proteinase-lnhibitor oder Kartoffe! 
Cathepsin D-inhibitor ist oder eine wesentliche strukturelle oder funktionelie Aehnlichkeit mit einem dieser 
Inhibitoren aufweist. 

10 

E. Vektoren 

Vektoren, die durch Standardverfahren hergestellt warden und die die oben beschriebenen DNA-Sequen- 
zen enthalfen, stellen einen zusatzlichen Qegenstand der Erfindung dar. Vektoren sind rekombinante 
DNA-Sequenzen. die zu Isollerungs- und Vermehrungszwecken der erwahnten DNA-Sequenzen und fur die 
Transformation von geelgneten Wirten mit diesen Sequenzen benutzt werden konnen. Bevorzugte Vektoren 15 
fur Isolierung und Vermehrung sind Plasmide. die in einem geeigneten Wirtsmikroorganismus, beisplelswelse 
£ CO//, vermehrt werden kSnnen. Bevorzugte Vektoren fur die Transformation sind jene. die fur die 
Transformation von Pflanzenzellen oder von Agrobacterium geeignet sind. Insbesondere In den Fallen, in 
denen Pflanzenzellen, nicht Protoplasten, transformlert werden sollen, ist der bevorzugte Vektor ein vom 
Ti-Plasmid abgelelteter Vektor. Fur den direkten Gentransfer in Protoplasten kann jeder der erwahnten 20 
Vektoren benutzt werden. Geeignete Vektoren, die als Ausgangsmaterial benutzt werden kdnnen, sind Stand 
der Technik. Geeignete Vektoren zur Transformation von Pflanzengewebe und Protoplasten sind in de 
Framond et al. (1983). An et ai. (1985). Potrykus et al. (1985) und Rothstein et al. (1987) beschrieben. 
Ausserdem sind viele weltere Vektoren bekannt, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung ais 
Ausgangsmaterial geeignet sind. 25 

Die Konstruktion und die Vermehrung der Vektoren kann In einem geelgneten Wirt, beispielsweise in E co//, 
erfolgen. Geeignete £ co/?-Stamme schliessen HB101. JM83, DH1. DH5a, LE392 usw. ein. Die 
erfindungsgemassen Vektoren konnen als solche Im direkten Gentransfer oder in der Mikroinjektionstechnik 
benutzt werden. In bestimmten Fallen kann es vorteilhaft sein, den Vektor vor dem Gebrauch zu linearisieren. 
Altemativ dazu konnen die Vektoren in einen Agrobacterium-W\n transferlert werden. Dieser Transfer wird 30 
durch konventionelle Technlken, >^e "biparental mating" (Simon et al., 1983b). "triparental mating" (Dittaet al.. 
1980) Oder Transformation (Holsters et al.. 1978) en-eicht Geeignete Agrobacten'umSXBmmB schliessen A. 
tumefaciens LBA4404, CIB542 und C58Z707 ein. ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. 

Bevorzugte Vektoren sind solche, die die oben erwahnten bevorzugten DNA-Sequenzen umfassen. 
Ausserdem sind Vektoren bevorzugt. die In Pflanzenzellen oder In Agrobactenum funktionieren. Besonders 35 
bevorzugt sind die In den Beispielen beschriebenen Vektoren. 

F. Verfahren der Herstellung 

Die Erfindung umfasst ausserdem ein Verfahren zur Herstellung der erwahnten DIMA-Sequenzen, in denen 
die DNA-Sequenz aus einer natQrIlch vorkommenden Quelle isoliert wird, gegebenenfalls mutiert, oder 40 
chemisch oder enzymatisch synthetlsiert. 

Die Erfindung umfasst auch ein Verfahren zur Herstellung der erwahnten Vektoren. die eine wie oben 
definierte DNA-Sequenz enthalten. dadurch gekennzeichnet, dass die besagte DNA-Sequenz In einen Vektor 
eingefugt wird, der in Pflanzenzellen oder In Agrobactenum funktioniert 

Des weiteren umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von wie oben definierten transgenen 45 
Pflanzen, dadurch gekennzeichnet, dass eine Pfianzenzelle mit einem Vektor, der eine erfindungsgemasse 
DNA-Sequenz enthalt. transformiert Oder mit Agrobactenum, das solche einen Vektor enthSIt, kokultivlert 
wird, und dass die Pfianzenzelle zu einer Pflanze regeneriert wird. 

Bevorzugte Verfahren sind solche, die zu den bevorzugten erfindungsgemassen DNA-Sequenzen. 
Vektoren und transgenen Pfianzen fiihren. Besonders bevorzugt sind die In den Beispielen beschriebenen 50 
Verfahren. 



BEISPIELE 

Die folgenden Beispiele dienen dazu, sowohl allgemeine als auch spezietle Aspekte der Erfindung zu 
veranschaullchen. Sle dienen lediglich zur Eriauterung der Erfindung und haben keinerfei limitierenden 55 
Charakter. Das Ausmass der Offenbarung Oder der Anspruche ist hiervon in keiner Welse eingeschrankt. 

ABKUERZUNGEN 
Bp: Basenpaare. 

2,4-D: 2.4-Dichlorphenoxyessigsaure. 60 

Dicamba: 3,6-DichIor-2-methoxybenzoesaure. 

EDTA: 1-EthyIendiamin N,N,N'. N'-tetraessigsaure. 

kBp: Kilobasenpaare. 

MES: 2-(N-Morpholirio)ethansulfons£uire. 

MW: Molekulargewicht 65 
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NAA: a-Naphtha!inessigsaure. 
PEG: Polyethylenglykol, 
SDS: Natrfumdodecylsulfat. 

Tris-HCI: Tris(hydroxymethyl)methylaminhydrochIorid. 
5 Upm: Umdrehungen pro Minute. 

MEDIEN 

SH-O-Medium: 

10 Medium von Schenk und Hildebrandt (1972); ohne Hormone. SH-Medium kann flussig Oder test sein. 
verfestigt durch 0,8 % Agar Oder O.S^Vb GelRlte®. Das Medium wird normalenveise hitzesterillslert. Indem 15 
bis 20 Minuten bei etwa 110** bis 121'*C autoklaviert wird. 

SH-30 Medium: 
IS S\\'0 Medium, das 30 p,M Drcamba enthatt. 

SH-45 Medium: 
SH-O Medium, das 45 jiM Dicamba enthaJt. 

20 MS-Medium und QMS-Medium: 

Medlen von Murashige und Skoog (1962). Die Medien konnen durch 0.8 % Agar oder Agarose oder mil 
0.5 <Vto GelRite® verfestigt sein. 

Beasley und Ting Medium (Keimungsmedium fur Embryonen): 
25 Medium naoli Beasley und Ting (1973). 

KM-8p Medium: 

Dieses Medium umfasst Makrolemente, Mikroelemente und Fe-EDTA wie von Kao und Michayluk (1975) 
beschrieben sowie die folgenden organischen Verbindungen: 

30 Biotin (0,01 mg/Liter), Pyridoxin-HCI (1 mg/Uter), Thiamin-HCI (10 mg/Uter), Nicotinamid (1 mg/Liter), 
Nicotinsaure (0.1 mg/Uter). Folsaure (0,4 mg/Uter), D-Ca-Pantothenat (1 mg/Liter), p-Aminobenzoesaure 
(0.02 mg/Uter), Cholinchlorid (1 mg/Uter), Riboflavin (0,2 mg/Uter), Vitamin 812 (0.02 mg/Uter). Glycin (0.1 
mg/Uter). Saccliarose (0.25 g/Liter). Glucose (68,4 g/Uer), Mannit (0,25 g/Uter), Sorbit (0^5 g/Uter), 
Celloblose (0.25 g/Uter). Fructose (0,25 g/Uter), f^nnose (0,25 g/Uter), Rhiamnose (0.25 g/Uter), Ribose 

35 (0,25 g/Uter), Xylose (0.25 g/Uter), myo-lnosit (0.1 g/Uer). Zitronensaure (40 mg/Uter). Fumarsaure (40 
mg/Uter). Apfelsaure (40 mg/Uter), Na-Pyruvat (20 mg/Uter), Adenin (0,1 mg/Uter), Quanin (0.03 mg/Liter)» 
Thymidin (0,03 mg/Uter), Uracil (0,03 mg/Uter), Hypoxanthin (0,03 mg/Uter), Cytosin (0,03 mg/Uter) Glutamin 
(5,6 mg/Uter), Alanin (0,6 mg/Uter), Glutamlnsaure (0,6 mg/Uter), Cystein (0,2 mg/Uter), Asparagin, 
Asparaginsaure, Cystin, Histidin, Isoleucin. Leucin. Lysin. Methionin. Pfienylalanin, Prolln, Serin. Threonln. 

40 Tryptophan, Tyrosin und Valin (jede 0,1 mg/Uter). 

Die Losung wird filtersterilisiert. Der End-pH 5.8. Die Makroelemente werden als lOfach konzentrierte. die 
Mikroelemente als lOOOfach konzentrierte Stammlosung angesetzt. ZItronen-. Fumar- und Apfelsaure sowie 
Na-Pyruvat werden als lOOfach konzentrierte Stammlosung angesetzt und mit NH4OH auf pH 6,5 eingestellt. 
Adenin. Guanin, Thymidin, Uracil, Hypoxanthin und Cytosin werden als lOtKMach konzentrierte Stammlosung 

45 angesetzt und mft NH4OH auf pH 6.5 eingestellt. Die Amlnosauren werden als lOfach konzentrierte 
Stammlosung (pH 6,5 mit NH4OH) hinzugefugt. um die Endkonzentratranen zu erhalten. Die Vitamlnstammlo- 
sung wird normalenveise als lOOfach konzentrierte Ldsung bereltet. 

N6 Medium: 

SO Dieses Medium umfasst Makroelemente, Mikroelemente und Fe-EDTA wie von Chu et al. (1975) 
beschrieben, sowie die folgenden organischen Verbindungen: Pyridoxin-HCI (0,5 mg/Uter), Thiamin-HCI (0,1 
mg/Uter), Nicotinsaure (0,5 mg/Uter), Glycin (2.0 mg/Uter). und Saccharose (30 g/Uter). Die Losung yAx6 
autoklaviert Der End pH ist 5,6. Makroelemente werden als lOfach konzentrierte Stammlosung bereitet und 
Mikroelemente als lOOOfach konzentrierte Stammlosung. Die Vitaminstammlosung wird normalerweise als 

SS lOOfach konzentrierte Losung bereitet. 

YEB Medium: 

5 g/Uer Rindfleischextrakt. 1 g/Uter Hefeextrakt, 5 g/Uter Pepton, 5 g/Uter Saccharose, mit NaOH auf pH 
7,2 eingestellt. 2 mM MgCla-Zugabe nach dem Autoklavieren. 

60 

Agarose: 

Die Herstellung und Reinigung werden beispielswelse durch Gulseley und Renn (1975) beschrieben. 
Agarose ist einer der Bestandteile von Agar. Komnnerziell erhalUicher Agar besteht normalerweise aus einer 
Mischung von neutraler Agarose und ionischem Agaropektin mit einer grossen Anzahl von Seitengruppen. 
65 Gewohnlichenveise bleibt eine bestimmte Zahl von Seitenketten intakt und bestimmt die physikochemischen 
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Eigenschaften der Agarose, wie Gelbildung und Schmebtemperatur. Agarose, die bei niedrigen Temperaturen 
schmilzt, besonders SeaPlaque® Agarose, ist ein bevorzugtes Festigungsmittel in dem hier besctiriebenen 
Verfahren. 

Caseinhydroiysat: 5 
Caseinhydrolysat - Enzymatisches Hydrolysat von Rindermilch.Typ 1. Sigma Co., St. Louis, MO. USA. 

Cellulase RS und R-10: 
Yakult Honsha Co. Ltd., Toi<lo, Japan. 

10 

GeiRite«: 

GelRite Gellan Gum. Scott Laboratories Inc.. Fiskersville. R.I.. USA. 
Nalgene^ Fitter: 

Nalge Co.. Division von Sybron Corp.. Rochester, New Yoric. USA. is 
Pectolyase Y"23<^ 
Seishin Pliarmaceutical Co. Ltd., Tokio, Japan. 

20 

Parafilm'": 

Parafilm® Labor Film - American Can Co., Greenwich, CT. USA. 

ALLGEMEINE VERFAHREN REKOMBINANTEN DNA TECHNOLOGIE 

Da viele der im Rahmen dieser Erfindung verwendeten Technil<en fur den Fachmann auf dem Gebiet der 25 
rekombinanten DNA-Technologie Routine sind. wird im Folgenden eine kurze Beschrelbung der allgemein 
verwendeten Verfahren gegeben. sodass diese in den nachfolgenden konkreten Ausf uhrungsbeispielen nicht 
jedesma] wieder neu angegeben werden mussen. Alle diese Routtneverfahren sind bei Maniatis et al. (1982) 
beschrieben. es sei denn, es wird gesorrciert darauf hingewiesen. 

30 

A. Schneiden mit Restriktionsendonukleasen. 

Typischenveise sind in dem Reaktionsansatz etwa 50 bis 500 (xg/ml DNA in der vom Hersteller. New England 
Biolabs, Beverly, MA., empfohlenen Pufferlosung enthalten. 2 bis 5 Einheiten Restriktionsendonukiease 
werden fur jedes jxg DNA hinzugefugt und der Reaktionsansatz wird bei der vom Hersteiler empfohlenen 
Temperatur eine bis drei Stunden lang inkubiert. Die Reaktion wird durch 10 mlnOtiges Erhltzen auf 65**C oder 35 
durch Extraktion mit Phenol beendet; es folgt eine Prazipitation der DNA mit Ethanol. Diese Technik wird auch 
auf den Seiten 104 bis 106 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

B. Behandlung der DNA mit Polymerase zur Herstellung glatter Enden. 

DNA-Fragmente werden In dem vom Hersteiler. New England Biolabs, empfohlenen Puffer in einer 40 
Konzentration von 50 bis 500 ng/ml einem Reaktionsansatz hinzugefugt. Der Reaktionsansatz enthalt alle vier 
Desoxynukleotidtriphosphate In einer Konzentration von 0.2 mM. Die Reaktion erfolgt wahrend 30 Minuten bei 
15**C und wird anschliessend durch 10 minutiges Erhitzen auf 65°C beendet. Fur Fragmente. die durch 
Schnekien mit Restriktionsendonukleasen erhatten v\rerden, welche 5'-uberstehende Enden erzeugen, wie 
EcoRI und BamHI. wird das grosse Fragment, oder Klenow-Fragment, der DNA-Polymerase venvendet. Fur 45 
Fragmente, die durch EndonuWeasen erhalten werden, welche 3'-uberstehende Enden erzeugen, wie PstI und 
Sad. wird die T4-DNA-PotymerasB verwendet. Die Verwendung dieser beiden Enzyme wird auf den Seiten 113 
bis 121 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

C. Agarose-Gelelektrophorese und Reinigung von DNA-Fragmenten aus den Gelen. 50 
Die Agarose-Gelelektrophorese wird In einem horizontalen Apparat durchgefuhrt, wie auf den Seiten 150 bis 

163 der Maniatis et al.-Referenz beschrieben. Als Puffer wird der dort beschriebene Tris-Boratpuffer 
verwendet. Die DNA-Fragmente werden durch 0.5 jig/ml Ethidiumbromid gefarbt, das entweder im Gel- oder 
Tankpuffer bereits wahrend der Elektrophorese vorhanden ist Oder aber erst nach der Elektrophorese 
zugegeben wird. Die DNA wird durch Beleuchtung mit kurz- oder langwrelligem Ultraviolettiicht sichtbar 55 
gemacht. Wenn die Fragmente vom Gel abgetrennt werden sollen. wird eine Agarose verwendet, die bei 
niedriger Temperatur geliert und von Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, bezogen werden kann. Nach der 
Elektrophorese wird das gewQnschte Fragment ausgeschnitten. in ein Plasttkrohrchen gegeben. etwa 15 
Minuten auf 65° C erhitzt, dreimal mit Phenol extrahiert und zweimal mit Ethanol gefallt. Dieses Verfahren ist 
gegenuber dem von Maniatis et al. auf Seite 170 beschriebenen lelcht verandert. 60 

D. AnknOpfen synthetischer Linkerfragmente an DNA-Enden. 

Wenn eine neue Endonukleaseschnittstelte an das Ende eines DNA-Molekuls angefugt werden soil, wird 
das Molekul gegebenenfalls zuerst mit DIMA-Polymerase behandelt, urn giatte Enden zu erzeugen. wie in 
Abschnitt B beschrieben. Etwa 0.1 bis 1.0 |ig dieses Fragments wird zu etwa 100 ng phosphorytlerter 65 
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Unker-D^4A (New England Biolabs) zugegeben, die in einem Volumen von 20 ^1 bis 30 ^] etnes vom Hersteller 
empfohlenen vorliegt. zusammen mit 2 ixl T4 DNA-Ugase (New England Biolabs) und 1 mM ATP. Nach erner 
Inkubation uber Nacht bei 15*^0 wird die Reaktton durch 10 minutiges Ertiitzen auf 65° C beendet. Der 
Reaktionsansatz wird in einem fur die Restriktionsendonuklease. welche die synthetlsche Llnkersequenz 

5 schneidet, geeigneten Puffer auf etwa 100 ^1 verdunnt. Ungefahr 50 bis 200 Bnheiten dieser Endonukiease 
werden diesem Ansatz hinzugefugt Die Mischung wird 2 bis 6 Stunden bei der angemessenen Temperatur 
inkubiert, dann wird das Fragment einer Agarose-Gelelektrophorese unterworfen und wie in Abschnitt C 
beschrieben gereinigt. Das resultierende Fragment soltte nun Endigungen aufweisen, wis sie durch Schneiden 
mit der jewelllgen Restriktlonsendonukiease erzeugt werden. Diese Enden sind gewdhnlich kohasrv, so dass 

10 das resultierende Fragment nun leteht mit anderen Fragmenten. die die gleichen kohasrven Enden aufweisen, 
verknOpft werden kann. 

E. Entfemen von 5'-terminalen Phosphaten von DNA-Fragmenten. 

Die Rezirkuiarisation eines Vektors wahrend der Plasmidkionierung kann durch die Behandlung des 
15 Vektorplasmids mit Phosphatase vermindert werden (diskutiert auf Seite 13 der Maniatis et al.-Referenz). 
Nach der Verdauung der DNA mit der richttgen Restriktlonsendonukiease wird sine Einheit alkalische 
Phosphatase aus dem Darm von Kalbem zugegeben, die von Boehringer-Mannheim, Indianapolis. IN, bezogen 
werden kann. Die DNA wird eine Stunde bei 37*0 inkubiert und anschliessend zwelmal mit Phenol extrahlert 
und mit Ethanol gefallt. 

20 

F. Verknupfen der DNA-Fragmente. 

Wenn Fragmente mit komplementaren kohastven Enden mltelnander verknQpft werden sollen, werden etwa 
100 ng von jedem Fragment in einem Reaktionsgemisch von 20 pJ bis 40 ^1 mit etwa 0.2 Einheiten T4 
DNA-Ugase (New England Biolabs) in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert. Die Inkubationszelt 
25 betragt zwischen 1 bis 20 Stunden bei einer Temperatur von 15°C. Soilen DNA-Fragmente mit glatten Enden 
verknupft werden, so werden diese in der zuvor angegebenen Weise Inkubiert. wobei die Menge an T4 
DNA-Ugase in diesem Fall auf 2 bis 4 Einheiten erhdht wird. 

G. Transformation von E, colL 

30 Der £ ooll Stamm HB101 wird fur die meisten Experimente venvendet. Die DNA wird dabei mrt dem 
Kalziumchloridverfahren, das von Maniatis et a!., auf den Seiten 250 bis 251 beschrieben wird, in E coil 
eingefuhrt. Transfonnierte Bakterien sind zu einem selektiven Wachstum auf Medien befahigt. die ein 
geeignetes Antibiotikum enthalten. Diese Fahigkeit zum selektiven Wachstum macht es mSglich, die 
gewunschten Bakterien von denjenigen Wirtsbakterien zu unterscheiden, die keine transformierende DNA 

35 erhalten. Die Bestimmung geeigneter Antibiotika fur die Selektion von Wirtsbakterien 1st Routine und basiert 
auf der Kenntnis der Resistenzgene, die sich auf der eingeschleusten DNA befinden, sowie der Sensitivitat der 
Wirtsbakterien gegenuber bestimmten Wirkstpffen. Wenn beispielsweise bekannt ist. dass ein bestlmmtes 
WIrtsbakterium gegenOber dem Antibiotikum Ampicillin sensitiv ist und auf der eingeschleusten transformie- 
renden DNA ein entsprechendes Resistenzgen gegen Ampicillin vorliegt, dann ist Ampicillin ein geeignetes 

40 Antibiotikum fOr die Selektion der Transformanten. 

H. Screening von E. coli auf Plasmide. 

Nach der Transformation werden die resultierenden Kolonien von E. coli mit Hilfe eines schnellen 
Plasmidisolationsverfahrens auf das Vorhandensein des gewunschten Plasmlds gepruft. Zwei gebrauchliche 
45 Verfahren werden auf den Seiten 366 bis 369 der Maniatis et al.-Referenz beschneben. 

I. isollerung von Plasmid-DNA in grossem Massstab. 

Verfahren zur Isolierung von Plasmiden aus E. cofiln grossem Massstab werden auf den Seiten 88 bis 94 der 
Maniatis et al.-Referenz beschrieben. 

60 

J. Kionierung in M13 Phagenvektoren. 

Fur die folgende Beschreibung gill selbstverstandlich, dass fur Routineverfahren, wie Schneiden mit 
Restriktionsendonuklease, Verknupfen etc., die doppelstrangige replikative Fonm der Phage M13-Abkdmml!n- 
ge benutzt wird. 

55 

1. Id^fizlerung von Protelnase-bihtbltoren 

Beispiel 1: In vitro Test zur Selektion von Proteinase-lnhibftoren, die wlrksam gegen Zielinsekten sind 
fit? A. Test-Verfahren. 

Proteinase-lnhibitoren werden am Anfang.auf ihre Aktrvitat gegenuber dem gewunschten Zielinsekt gepruft, 
indem die Fahigkeit einzelner Inhibltoren gemessen wird, die Proteolyse durch Homogenate aus dem Darm 
des Insekts zu hemmen. Die Darme werden aus mit COz anasthesierten oder gefrorenen Larven im zwelten 
Oder dritten Kautungsstadium herausgeschnitten; die D&rme werden sofort nach dem Herausschneiden auf 
65 Trockeneis gefroren. Die Darme werden in 100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,5 homogenisiert (Wolfson und 
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Murdcx^ 1987), indem 5 bis 10 (iJ Puffer pro Damn verwdndet werden. Das Homogenat wird mtt 5000 Upm 5 
Minuten lang bei 4*C zentrifugiert, um Partikel abzutrennen, und der Ueberstand wIrd in 1 ml Aliquots bel 
-20**C aufbewahrt. Die Protease-Alctivitit wird im wesentlichen nach der Methode von Wolfson und Murdock 
(1987) gemessen, indem ^^C-BSA (New England Nuclear) als Substrat verwendet und die Solubillslerungsrate 
der Radioaktivitat mit der Zeit wafirend 32 Minuten gemessen wird. Das pH-Optimum der Protease-Alctivitat 5 
wird bestimmt, indem das Ausmass der Hydrolyse in jedem der folgenden Puffer bestimmt wird: 

gH Puffer 

2.0 200 mM Giycin/HCI 

3.0 200 ml^ Glycln/HCI 

4.0 200 mM P-Alanin/HCI 

6.0 200 mM Natriumacetat 

6.0 100 mM Natiiumphosphat/bispftosphat 

7.0 100 mM Natriumphiosphat/bisphosphat IS 

8.0 100 mM Tris/HCI 

9.0 200 mM Glycin/NaOH 

Nachfolgende Experlmente werden bei dem plH der maximalen Aktivitat durchgefuhrt. Der Inhibitor wird dem 20 
Homogenat und dem Testpuffer 5 Minuten bei 25** C inkubiert. Das Substrat, ^*C-metfiyiiertes Rinderserumal- 
bumin (NEN Products. Boston), mrt unmarklertem BSA auf eine spezifische Aktivitat von ^ 0.5 ^Ci/mg 
efngestellt. wird hinzugefugt und 20 fil Aliquots werden nach 0, 2, 4, 8, 16 und 32 Minuten entnommen. Diese 
Aliquots werden zu 200 |U eiskatter 10 o/o TrichloressigsSure gegeben und 30 Minuten In Eis aufbewahrt. 
Proben werden 10 Minuten mit 5000 Upm bei 4*C zentrifugiert, um unlosiiches Protein zu prSzipitieren. Zwel 25 
75 \i\ Aliquots eines jeden Ueberstandes werden in 8 bis 10 ml Scintiverse II Szintillationscocktaii gegeben und 
der radioaktlve Zerfaii gez&hit. Die Solubliisierungsrate der Radioaktivitat wird bestimmt und die Rate fQr jeden 
Inhibitor wird mit der der Kontrolte verglichen. 
B. Screening mit Darmhomogenaten von Diabrotica undecimpunctata. 

In einem typischen Experiment, in dem Darmhomogenate von D. undecimpunctata verwendet werden, ist 30 
der optimale pH fur die Hydrolyse pH 4. Eine Anzahl von Inhtbitoren wird in einem Standardtest untersucht. der 
10 (il Homogenat, 80000 cpm ''^G-BSA in einem Endvoiumen von 200 ^1 0.2 M p-Alanin/HCt, pH 4,0 enthalt. Die 
Pepstatln-Aktivitat wird in 0.2 M Glycin/HCI, pH 2,0 gemessen. Typische Ergebnisse sind in Tabelle 1 
abgebildet. 

35 
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Tabelle 1 

Wirkung von Proteinase-lnhibitoren auf die 
Proteinase-Aktivitaten von Darmhomogenaten 
von D. undecimpunctata 

Klasse Inhibitor Konz. der 

(M-g/lxi) Kon- 
trolie 

Thiol E-64 0.25 72 

Antipain 0.1 19.8 

Cystatin 0.072 30.9 

Thiol Leupeptin 0.1 21.6 

+ 

Serin 

Serin Aprotinln 0.1 85.4 
(Rinderpankreas- 
Trypsin-lnhibitor) 

HOhner-Trypsin-lnhi- 0.1 62 
bitor 

Kartoffel I 0.1 55.4 

(Chymotrypsln-lnhi- 

bitor) 

Kartoffel II 0.1 42.8 

(Chymotrypsin-lnW- 

bitor) 

Soja I (Kunitz) 0.1 69.7 
Trypsin-lnhibltor) 

Soja II 0.1 72.5 
(Bowman-Birk) 

Llmabohnen-Trypsin- 0.1 161 
Inhibitor 

saure Pepstatin 0.02 2.1 



Die Proteolyse durch Darmhomogenate von D. virgifera und D. balteata zeigt eine ahnlich starke Hemmung 
durch Inhibrtoren der Thiol proteinasen. 

C. Hemmung der Proteolyse in Darmhomogenaten von Diabrotica virgifera und Ostn'nia nuMal/s, 

Proteinase-lnhibitoren warden auf ihre Fahigkeit, die proteolytische Aktivitat in Darmhomogenaten von D, 
virgifera und O. nubOalis zu hemmen. untersucht, indem die oben beschriebenen Verfahren verwendet 
werden. Die In Tabelle 2 gezeigten Ergebnisse stimmen mit Daten uberein, die mit anderen Inhibitoren erhalten 
werden. die zeigen, dass Darmproteinasen in Ostrinia, nicht jedoch in Diabro^'ca 6urch Serin-Proteinase-lnhi- 
bitoren gehemmt werden. Insbesondere wind fOr Egfln C (Arg45) gezeigt, dass es die Proteolyse durch 
Darmhomogenate von O, nubilalis sehr wirksam hemmt; Eglin C (Arg45) ist bedeutend wirksamer als Eglin C 
und ein anderer Trypsin-lnhlbitor. Vigna unguicuiata Trypsln-lnhibrtor (Hilder at al.. 1987). 

Tabelle 2 

Hemmung der Proteolyse in Darmhomogenaten 
von Insekten 

Inhibitor Konz. o/o der Kontrollaktiyitat 







a virgifera 


a 








nubiiaiis 


Elgin C 


0.5 


107.6 o^ 


^.9 0/0 


Elgin C 


0.5 


110.8 0/0 


3.4 c/o 


{Arg45) 








Leupeptin 


0.002 


6.2 0/0 


24.9 tVb 


V. unguicuiata 


0.5 


99.2 o^ 


29.5 (Vb 



Trypsin- 
inhibttor 
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Tabelle 3 

Konzentratlon von Inhibhoren, die fur eine 70 ^ 

Hemmung der Proteolyse durch 
Daimhomogenate von O. nubUalis benotigt wird 

Inhibitor IC70 

Bgin C (Arg45) 12 to 

Elgin C 62 jiM 

V, unguicufata Trypsin-lnhibitor 50 nM 



Beispiel 2: FOtterungsversuch zur Selektion von Proleinase-lnhlbttoren. die wirksam gegen Ziellnsekten sind is 

Ein anderes Verfahren, die Wirl<samkeit von Inhibitoren gegen ein einzelnes Zielinsekt zu bestimmen, ist, 
den Inhibitor der Nahrung zuzufugen. Die Inhibitorlosung wird auf die Oberflache der normalen Nahrung (z.B. 
junge MaisblStter fQr Ostnnia nubilal/s und Helhthis zea, Tabakblattscheiben fur H, virescens, Maiswurzeln 
Oder kultfviertes Maisgewebe fur Diabroiica spec.) aufgetragen und getrocknet. Diese Nahrung wird an frisch 
geschlupfte Larven verfflttert und die Ueberlebensrate und das Gewicht nach 5 bis 6 Tagen gemessen. 20 
Altemativ dazu konnen Larven im 2. oder 3. Hautungsstadium vor und 3 Tage nach der Futterung mit der 
behandelten Nahrung gewogen werden. 

A. Einfluss von Proteinase-lnhibitoren auf das Wachstum von HeJ/othfs zea. 

In einem typischen Experiment werden Maisblattstreifen (1 cm^) mit 12 pJ Aiiquots von Losungen von 10 25 
mg/ml Testmaterial benetzt und in einzelne Nahrungstopf e mit je einer frischgeschlupften H. zea-Larve gelegt. 
Das Gewicht der Larven wird 5 Tagen gemessen. Kontrollproteine wie Rinderserumalbumin oder Thaumatin 
verursachen einen signifikanten (P < 0,05) Anstieg im Gewicht vergtlchen mit unbehandelten Blattem. Blatter 
mit Serin-Proteinase-lnhibitoren wIe Kunitz-Trypsin-lnhlbltor aus Soja oder Limabohnen Trypsin-lnhibitor 
verursachen eine signifikante Abnahme im Larvengewicht vergiichen mit der Kontrolle (Tabelle 4). so 



Tabelie 4 



Wirkung von Proteinase-lnhibitoren auf das 
Wachstum von frisch geschiupften H. zea 



Behandlung 


Durch- 


n 


P 




schnitts- 








gewicht 








(mg) 






unbehandelt 


3.41 


15 




BSA 


6.65 


13 


0.005 


Thaunoatin 


4.57 


15 


0.1 


Soja Trypsin-lnhibitor 1 


1.59 


19 


0.005 


Limabohnen Trypsin 


2.38 


13 


0.1 



40 



45 



Inhibitor 



B. Einfluss von Proteinase-lnhibitoren auf das Wachstum von Diabrotica. 50 

Futterungsversuche mit Diabrotica spec, bestatigen den in vitro Test, der in Beispiel 1 beschrieben ist. In 
einem reprasentativen Experiment werden Zellen aus einer Maiszellsuspension mit 2,5 o/o Saccharoselosung, 
die gewunschte Mengen an Inhibitoren enthalt. durchtrankt und an D. undecimpunctata-Larven im 2. 
Hautungsstadium verfuttert. Die Qewichtszunahme nach 5 Tagen ist signrfikant (t-Test p < 0.05) niedriger als 
bei Kontrollen, wenn die Zellen mit Leupeptin, Antlpain oder Pepstatin in Konzentrationen, die 0.3 mg/ml 55 
uberschreiten. behandell werden. In ahnlichen Experimenten wird das Larvenwachstum von D. virgifera durch 
so niednge Leupeptindosen wie 0.1 mg/ml (Tabelle 5) gehemmt. 



60 
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Tabelle 5 

Wirkung von Protease-lnhibitoren auf das Wachstum von Diabrotica-Laiven 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Species 



a virgifera 



Inhibitor 


Dosis (mg/ml) 


Durchschntttsge- 


E 






wicht (mg) 




keiner 




7.54 




Leupeptin 


1.0 


5.53 


0.05 




3.0 


5.02 


0.05 




10.0 


3.55 


0.05 


Antrpain 


1.0 


5.44 


0.05 




3.0 


5.79 


0.05 




10.0 


3.69 


0.05 


Pepstatin 


0.1 


7.42 


NS 




0.3 


6.18 


0.05 




1.0 


5.99 


0.05 




3.0 


6.2 


0.05 


keiner 




3.67 




Leupeptin 


0.1 


2.61 


0.05 




0.3 


1.91 


0.05 




1.0 


1.56 


0.05 




3.0 


1.28 


0.05 



C. Einfluss von Proteinase-Inhibitoren auf das Wachstum von Ostiinla. 

Der Einfluss von Egiin C (Arg45) auf das Wachstum von frisch geschlupften O. nubi/afis-ljaryen wird dem 
oben beschriebenen Test bestimmt. Aiiquots der Inhibitor-Losung warden auf 1 cm^ grosse Maisblattschei- 
ben gegeben; Jedes Maisblatt wird in einen separaten Futtertopf zusammen mit einer frisch geschlupften 
Lan^e gegeben. 20 Larven werden fur jede Dosis getestet. Die Topfe werden 6 Tage lang bei 29° C Inkubiert 
und anschliessend die Ueberlebensrate, das Insekten-Endgewicht und die gefressene Blattflache bestimmt. 
Die Applikation von 125 \Lg Eglin C (Arg45) auf jedes Blattstuck bewirkt einen bedeutenden Abfall im 
Endgewicht der Larven (p > 0,05). Typischerwelse erglbt der Kontakt mit Eglin C (Ar945) eine Abnahme von 
etwa 30 % im durchschnittlichen Endgewicht der Larven, verglichen mit unbehandelten Kontrollen. 



II. Gene and Vekloren 

Ein Proteinase-lnhibitor-Gen wird aus der Quelle, In der es natQrlicher-oder kunstlicherweise vorkommt, 
isoliert und, wenn notig, durch konventionelle Verfahren charakterisiert. Wenn das Gen induzierbar ist. wird es 

40 durch den zugehorigen Regulator aktiviert. Die RNA. die aus dieser Aktivierung resultiert, wird isoliert und 
benutzt, um eine cDNA-Bibliothek anzulegen. Diese Bibliothek wird fur ein unterscheidendes Screening 
benutzt, indem radioaktiv martderte cDNA verwendet wird, die aus (1) RNA. die aus dem aktivierten System 
isoliert wurde, und (2) RNA, die aus einem zweiten, nichtaktivierten System isoliert wurde, erzeugt wurde. 
cDNA-Kjone, die den induzierten Klonen entsprechen. werden anschliessend isoliert und sequenziert. 

45 Wenn von dem gewOnschten Gen nicht bekannt 1st. ob es induzierbar ist, kann es unter Verwendung 
immunologischer Verfahren isoliert werden. Das Protease-lnhibitor-Protein wird als Antigen zur Produktion 
eines Antikorpers venwendet, der dann benutzt wird, um eine rekombinante Phagen cDNA-Bibliothek in 
X-GT11 entsprechend dem Verfahren von Young und Davis (1983) zu screenen. Positive Klone werden mit 
radioaktiv markierten gemischten OligonuWeotlden (Wood et al., 1985) gescreent, die entsprechend der 

50 bekannten Aminosauresequenz des Proteins erzeugt wurden. 

Beispiel 3: Proteinase-lnhibitor-Gene 

A. Reinigung von Proteinase-Inhibitoren. 

55 Viele Proteinase-Inhibitoren sind kommerziell in gereinigter oder teilweise gerelnigter Form erhaltlich und 
die Reinlgungsvorschriften fur zahlreiche andere sind bekannt (siehe Barrett und Saivesen (1986) wegen 
ausfuhrticher Referenzen]. Weitere Reinigung von Material kann durch Afftnitatschromatographie an Saulen 
mit den zugehorigen inaktivierten Enzymen erfolgen. 
In einer typischen Reinigung mit dem Ananas Brometeun-lnhibilor wird die Enzym-Saule mit Bromelain im 

60 wesentlichen wie von Anastasi et al. (1983) fur Carboxymethylpapain beschrieben vorbereitet Das Bromelain 
wird mit Jodacetamid behandelt. um es zu inaktivieren. Das Carboxymethytbromelain wird anschliessend 
gemass der vom Hersteller empfohlenen Methode an CNBr-aktlvlerte Sepharose (Pharmacia) gekoppelt. 
Nach intensrvem Waschen ist die Saule in 0,05 M NaP04, pH 4.0, 0,5 M NaCl, 0.1 Wo Brij 35 aquitibriert und wird 
mit einem Saulenvolumen 50 mg/ml Rinderserumalbumin im gleichen Puffer behandelt, um unspezifische 

65 Bindungsstellen zu blockieren. Die Saule wird sorgfaltig gewaschen und das teilweise gereintgte Bromelain 
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(Sigma), gelost in pH 4,0 Puffer, der 10 ^ Glycerin an Stelle von Brij 35 enthalt, wird auf die Saule aufgetragen. 
Nach sorgfattigem Waschen mit pH 4.0 Puffer wIrd die Saule mit 0,05 M NaP04, pH 11,5, 0,5 M NaCI. 10 ^>^ 
Glycerin elulert. Die AktMtat wird gepruft, indem die Fahigkeit, den Abbau von ^^C-BSA durch Bromeilain zu 
hemmen. getestet wird. 

Wenn Inhibitoren isoliert werden, die einen hohen Aktivrtatsgrad gegenuber der Protease eines einzeinen 5 
Insektes haben, Isoliert werden. kann die Effizlenz der Reinlgung durch den In Belsplel 1 beschriebenen Test 
Qberpruft werden. Urn die Selektivitat zu erhohen. kann das Insektenenzym durch Affinitatschromatographie 
an einer Inhibitor-Saule gereinigt und anschliessend verwendet werden, um eine Affinltatss§ule zur Reinigung 
neuer Inhibitoren herzustellen. Falls notig konnen weitere Reinigungen von Inhibitoren zur Proteinsequenzie- 
rung mit Hilfe der Reverse Phase HPLC erreicht werden. 10 

B. Aminosauresequenzierung von Protelnase-lnhibitoren. 

!m Falle von Proteinen, deren Aminosaurensequenz noch nicht aus der Literatur bekannt ist, wird die 
Amlnosiurensequenz durch automatischen Edman Abbau bestimmt, indem ein Modell 470A Protein 
Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA), ausgestattet mit einer on-ilne Reverse Phase HPLC zur 15 
Analyse der Phenylthiohydantoinderivate der Aminosauren und einem Modell 900 Datenanafysesystem, 
verwendet wird. Peptide werden durch enzymatischen Abbau mit Trypsin, Lys-C (Lysin-Endopeptidase). 
Arg-C (Arginin-Endopeptidase) oder Glu-C (Staphylococcus aureus Protease V8) hergestellt und vor der 
Sequenzlerung durch Reverse Phase HPLC getrennt. 

20 

C. Synthese eInes Protelnase-lnhlbitor-kodierenden Gens; Huhnereiweiss-Cystatin. 

Fur Proteine mit weniger als 150 Aminosauren. deren Aminosaurensequenz vollstandig bekannt ist, kann ein 
Gen durch DNA-Synthese konstrulert werden. Im Fall von Huhnereiweiss-Cystatin wird die Aminosaurense- 
quenz (Schwabe et al., 1984; Turk et al.. 1983) rOcktranslatiert. Indem der genetische Code mit der 
Codonfrequenz verwendet wird, die aus alien verfOgbaren Malsproteinen der GenBank Datenbank unter 25 
Benutzung der Computerprogramme der Genetik-Computer-Qruppe der Universitat von Wisconsin berechnet 
wurde. Translations-Stop- und Startsignale werden zusammen mit BamHI Unkern zur Erleichterung bel 
nachfolgenden Manipulationen an beiden Enden angefugt. Dieser Prozess ergibt die in Fig. 9 gezeigte 
Sequenz. 

Oligonukleotide, die den Abschnitten A bis K (Fig. 10) entsprechen, werden mit Hilfe eines Model! 380A 30 
DNA Synthesizers (Applied Biosystems, Foster aty CA) mit p-Cyanoethylchemie synthetisiert. 
Das Gen wird in drei Schritten zusammengesetzt: 

(1) Anfugen von 5'-Phosphat: 

Ein 5'-Phosphat wird an die 5'-Enden ailer Fragmente mit Ausnahme der Fragmente A und K angefugt, 35 
indem 40 pmol jedes Fragments B, C. D. E, F, G, H. I und J und die T4 Polynukleotld-Klnase vcrmischt werden, 
gemass dem von Maniatis et al. (1982) beschriebenen Verfahren. 

(2) Hybridisierung: 

Nach dem Entfemen von uberschussigem Reagens durch Phenol/Chloroform-Extraktion. Chioroform-Ex- 40 
traktion und Ethanol-Failung wird der Niederschlag, der die phosphorylierten Fragmente enthalt, in T4 
Ligase-Puffer gelost. 40 pmol von jedem Fragment A und K werden hinzugefugt, die Mischung wird auf 85** C 
erhitzt. anschliessend langsam auf IS^C abgekuhit und bei dieser Temperatur fur wenigstens 4 Stunden 
Inkubiert, damit die Fragmente hybridisieren konnen. 

45 

(3) VerknOpfen: 

ATP wird bis zu einer Konzentration von 1 mM zusammen mit T4 Ugase hinzugefugt und die Inkubation 
wird 4 Stunden lang fortgesetzt. Die Reagentien werden durch Extraktion und Fallung wie in Schritt (1) 
entfemt. Um die Wirksamkeit der Reaktion zu Qberprufen, wird ein Aliquot der Produkte in einem 10 bis 15 % 
Acrylamidgel analysierl. EIne Barnie, die 363 Bp entspricht. ist sichtbar. Falls notig, kann das entsprechende 50 
Fragment durch praparative Gelelektrophorese gereinigt werden, bevor fortgefahren wird, es mit dem Vektor 
zu verknupfen. 

D. Synthese eines Gens, das einen Proteinase-lnhlbitor kodiert: Eglin C und Eglin C-Mutanten. 

55 

(1) Eglin C-Gen: 

Die Herstellung des Plasmids pML147, das das Eglin C-Gen enthalt, wird in EP 146 785 beschrieben. Der E. 
coti Stamm HB101/pML147, der dieses Plasmid enthalt. wurde am 28. Januar 1988 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen (DSM). Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braunschweig, Bundesrepublik 
Deutschland unter der Hinterlegungsnummer DSM 4380 hintertegt. Das 230 Bp EcoRI-BamHI Fragment, das 60 
das komplette Eglin C-Gen enthalt. wird aus 10 ng Plasmid pML147 durch Schneiden mit den 
Restriktionsendonukleasen EcoR! und BamHI und nachfolgende Elektrophorese In 1,5 o/o Agarose mit 
niedrigem Schmelzpunkt Isoliert. Das EcoRI Ende wird durch VerknOpfen mit einem Linker, der so gewahit ist, 
dass die kodierende Sequenz im richtigen Leserahmen ist. ist ein BamHI Ende QberfOhrt. Nach der Isolierung 
wird das modifizlerte Fragment In die BamHI-Schnittstelle des CaMV35S Promoters Im pCIB710 Vektor 65 
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eingefugt, wie es In Beispiel 5 beschrieben ist. 

(2) M13 Klonierung des Eglin C-Gens: 

ElwaO.5 Jig des 230 Bp EcoRI-BamHl Fragments, das das komplette Eglin C Gen enthalt. wird aus 10 \ig 
5 Rasmid pML147 wie oben beschrieben Isoliert. Dieses DNA-Fragment (10 ng) wird mit 40 ng M13mp8 
vennischt, das vortier mit EcoRI und BamHI geschnitten wurde. und in 50 mM Tris-Ha pH 7.4, 10 mM MgCIa, 
10 mM ATP, 10 mM Dithfotlireitol in Qegenwart von 0.125 Einheiten T4 DNA-Ligase in einem Volumen von 15 ^1 
inkubiert {ZoIIer et al., 1983). Die resultlerende Losung wird zur Transformation von E. ca//Stamm JM101 
benutzt (Zolier et al.. 1983). Die Transformationsmischung wird auf X-Gal(IPTG-indikator AgarjPIatten 
10 aufgetragen (Zoiler et al., 1983). 40 blaue (Wildtyp) und 650 farblose Plaques werden erhalten. 

(3) Herstellung von M13mp8 Einzelstrang-DNA: 

2 ml £; CO// JM101 Kultur, die in L Medium (10 g/Liter Bactotrypton. 5 g/Uter Bacto Hefeextrakt, 5 gAiter 
NaCI, 5 g/Uter Glucose, 0,1 g/Uter Ampicillin) bis zu einer optischen Dichte (ODeaa) von etwa 0,5 wuchsen, 

15 werden mit einem farblosen Plaque, der von der Agarplatte entnommen wurde (sielie oben), inokuliert und 
wahrend etwa 4 bis 5 Stunden bei 37°C mit 180 Upm bewegt. Anschiiessend wird die gewachsene Kultur 5 
Minuten in einer Eppendorf Zentrifuge zentrifuglert. Der Ueberstand wird in ein frisches Zentrifugenrohrclien 
gebracht und emeut zentrifugiert. 200 jU 20 o/o PEG und 1 ,5 M NaCI werden iiinzugef ugt und die Mischung wird 
20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und noch einmal zentrifugiert. Der Ueberstand wird verworfen und 

20 das Pellet wird in 100 50 mM Tris-HQ. pH 7.8. 1 mM EDTA (TE Puffer) aufgelost. Die Mischung wird mit 50 jil 
Phenol/TE Puffer vermischt, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschiiessend 5 Minuten in einer 
Eppendorf Zentrifuge zentrifugiert. 1 0 n! Na-Acetat-Puffer, pH 6, und 250 ^ absoluter Alkohol werden zu 1 00 ^ll 
Ueberstand gegeben. Die Mischung wird bei -20** C uber Nacht inkubiert und anschfiessend wie oben 
beschrieben 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wird mit 1 ml 80 (Vb Ethanol gewaschen und wiederum 

25 zentrifugiert. i>as Pellet wird 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und anschiiessend in 50 ^1 TE Puffer 
gelost. Die Losung enthalt etwa 5 ug M13mp8 EInzelstrang-DNA. 

(4) Hersteilung des Gens, das Eglin C (Arg45) kodiert: 

Es wird ein Verfahren benutzt. das als "site directed mutagenesis" bekannt ist (ZoIIer et ah, 1983). Fur die 

30 Mutagenese des Eglin C Gens wird das folgende Nukleotid durch chemische Synthese hergestellt: 
5'-CT CCT GTT ACT C * G GAC C-3' 

Die mit dem Stem versehene Base unterscheidet sich von der entsprechenden Base im kodierenden Strang 
des Eglin C Gens (ein T) und sorgl letztlich fur die Mutation von Leu45 zu Arg45. 10 [il des Oligonukleotids (1 
OD/ml = 500 ng) werden in 20 ^1 0,07 M Tris-HCI pH 7,6, 0,01 M MgClz, 50 mM Dithiothreitol mit y-ssp ATP und 

35 T4 Polynukleotid-Kinase (Boehringer) gemSss des Verfahrens von Maniatis et al. (1982) (S. 125) aktlvlert. Das 
aktivierte Oligonukleotid wird in 10 ^ TE Puffer (50 ng/^il) gelost. 

1 pg M13mp8 Einzelstrang-DNA und 50 ng des aktivierten Oiigonukleotid-Primers werden In 10 nl 50 mM 
Tris-HCI pH 7,8 und 100 mM Mga2 30 Minuten bei 45°C und anschiiessend bei Raumtemperatur 5 Minuten zur 
Paarung inkubiert. Je 1 10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP, 1 jil T4 DNA-Ugase, 2 ^li 50 mM Dithiothreitol. 1 

40 ^1 10 mM ATP. 1 ^1 Gelatine (5 mg/ml). 1 ^ lOfach konzentrierter Klenow-Puffer (0,66 M Tris-HCI pH 7.6. 50 mM 
MgCl2. 50 mM Dithiothreitol) und 1 ^il (2,5 Bnheiten) DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) werden 
hinzugefugt. Die Mischung wird 5 Minuten bei 22°C und dann 16 Stunden bei 15°C inkubiert und 
anschiiessend elektrophoretisch in 1 <Vb Agarose aufgetrennt. Die resultierende zirkulare, doppelstrangige 
DNA wird mit Ethidiumbromid angefarbt und durch Elektroeiution aus dem Gel gelost (etwa 10 ng in 15 jil TE 

45 Puffer). Mit 5 jjlI (etwa 3,5 ng) der auf diese Weise erhallenen DNA wird £ co//Stamm JM101 transformiert und 
auf X-Gal/IPTG-Indikatorplatten ausgestrichen (slehe oben). Etwa lOOfartDlose Plaques werden erhalten. 

40 dieser Plaques werden benutzt, urn jeweils 2 ml £. ca// JM101 Kultur (siehe Abschnitt (3)) zu inokulieren, 
Nach der Kultivierung werden die Ueberstande, die Phagen und Einzelstrang-DNA enthalten. durch 
Zentrifugation von den £ co/AZellen getrennt. Die Zell-Pellets enthalten bereits die entsprechende mutierte 

50 doppelstrangige DNA. Jeweils 50 [il der 40 Phagenuberstande werden durch Nitrocellulose gefiltert. zweimal 
mit TE Puffer gewaschen. im Vakuum 2 Stunden bei 80°C inkubiert und gemass Southern (1975) auf das 
Vorhandensein der mutierten DNA-Sequenz gepruft, indem der Oligonukleotid Primer als radioaktive Sonde 
bei der Hybridisierung verwendet wird. 12 Phagenuberstande, die moglicherweise das Eglin C (Arg46)-Gen 
enthalten, werden identifiziert. 4 dieser positiven Phagenuberstande werden etwa 1 ilO^ verdunnt, mit £ coli 

55 JM101 vermischt und auf Indikator-Agar aufgetragen. Phagen von jeweils 3 der resultierenden Plaques werden 
isoliert. Daraus wird die Einzelstrang-DNA in der oben beschriebenen Weise isoliert. Diese 12 Einzelstrang- 
DNAs werden gemass Sanger (1981 und 1977) sequenziert. Alle 12 EInzelstrang-DNAs enthalten die 
gewQnschte mutierte Eglin C-Sequenz. In einer Minipraparation wird dann die entsprechende Doppelstrang- 
DNA (Eglin C (Arg45)-Gen in Plasmid M13mp8) aus den entsprechenden £ co// Zell-Pellets prapariert (siehe 

60 oben), Durch Schneiden mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI wird der EcoRI-BamHI-Ein- 
schub, der das mutierte Gen enthalt. aus dem Vektor herausgeschnitten, isoliert und in dem Vektor 
pHRi148/EcoRI/BamHI kloniert (EP 146 785). Das daraus resultierende Plasmid pJPG18 wird isoliert und damit 
£ coii Stamm HB101 transformiert. 
Das 230 Bp EcoRI Fragment, das das mutierte Eglin C (Arg46)-Gen enthalt, wird nochmals aus dem Vektor 

$5 pJPGIS geschnitten und adaptiert. wie fur das nicht mutierte Eglin C Gen in Abschnitt (1) beschrieben. 
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(5) Herstellung des Gens, das Eglin C (Pro44) kodiert: 

Die Mutation von 71ir44 zu Pro44 wird In einer Welse durchgefuhrt, die analog zu der in Abschnitt (4) 
beschriebenen 1st. Das verwendete mutagene Oligonukleotid hat die folgende Struktur: 

5'-CT CCT GTT o CT CTG GAC^ 5 

Die mit dem Stem versehene Base unterscheidet sich von der entsprechenden Base Im kodierenden Strang 
des Eglin C Gens (ein A) ein sorgt letztllch fQr die Mutation von Thr44 zu Pro44, Wenn die Mutationsmlschung 
aufgearbeitet wIrd. werden 18 mutmassliche Eglin C (Pro44) Mutanten erhaiten. Indem die Eglin C (Pro44) 
DMA In dem Vektor pHRil148/EcoRI/BamHI kloniert wird. wird das Plasmid pJB591 erhaiten und wie 
beschrleben verwendet. 10 

Beispiel 4: Konstruktion eines vom Tl-Plasmid abgeleiteten Vektors 

Belm Vektor pCIBIO (Rothstein et al., 1987) handelt es sich um einen vom Ti-Plasmid abgeleiteten Vektor. 
der fur den Transfer chimarer Gene auf Pflanzen via Agrobacterium tumefaciehs verwendet werden kann. Der 
Vektor leitet sich von dem Plasmid pRK252 ab, das einen weiten Wirtsbereich aufweist und das von Dr. W. is 
Barnes. Washington University, St. Louis, Mo. bezogen werden kann. Der Vektor enthalt weiterhin ein Gen, 
welches eine Kanamydnresistenz in Agrobacterium vermlttelt und das dem Transposon Tn903 stammt, sowie 
linke und rechte T-DNA Grenzsequenzen aus dem Ti-Plasmid pTiT37. Zwischen den Grenzsequenzen 
befinden sich eine Polylinkerregion aus dem Piasmid pUC18 und ein chimares Gen, wek^es eine 
Kanamycinresistenz in Pflanzen hervorruft. 20 

In einem ersten Verfahrensschritt wird das Plasmid pRK252 in der Welse modifizlert, dass das 
Tetracycllnreslstenzgen gegen das Kanamycinresistenzgen aus dem Transposon Tn903 (Oka et al., 1981) 
ausgetauscht wird. Eine weitere Modtfikation betrifft den Austausch der einzlgen EcoRI Schnittstelle In 
pRK252 gegen eine BG1II Schnittstelle (siehe Fig. 6, die einen zusammenfassenden Ueberbiick Ober die oben 
angegebenen Modifikationen gibt). Das Plasmid pRK252 wird zunachst mit den Endonucieasen Sail und Smal 25 
geschnitten und anschliessend mit der grossen Untereinheit der DMA Polymerase I zur Herstellung glatter 
Enden behandeit Das grosse Vektorfragment wird uber eine Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Als 
nachstes wird das Plasmid p368 mit der Endonuklease BamHI geschnitten und mit dem grossen Fragment der 
DMA Polymerase behandeit. Das etwa 1050 Bp umfassende Fragment wird dann nach Durchfuhrung einer 
Agarose-Gelelektrophorese isoliert. Dieses Fragment enthalt das Gen aus dem Transposon Tn903, das eine 30 
Resistenz gegenuber dem Antibiotikum Kanamycin vermittelt ^Oka et al., 1981). Plasmid p368 ist bei der ATCC 
unter der Hinterlegungsnummer 67700 hinterlegt worden. Zur Erzeugung glatter Enden werden beide 
Fragmente mit der grossen Untereinheit der DNA-Polymerase behandeit. Anschliessend werden beide 
Fragmente vemnischt und uber Nacht bei einer Temperatur von 15°C mit T4 DNA-Ugase Inkublert. Nach der 
Transfomnation des f. co/AStamms HB101 und einer Selektion Kanamycinresistenter Koionien erhalt man das 35 
Piasmid pRK252/Tn903. 

Das so ertialtene Piasmid pRK252/Tn903 wird an seiner einzigen EcoRI Schnittstelle geschnitten und 
anschliessend zur Herstellung glatter Enden mit der grossen Untereinheit der E. colt DNA-Polymerase 
behandeit. Dieses Fragment wird mit synthetischen Unkern, die Bglll Restriktionsschnittstellen enthalten, 
vennlscht und Ober Nacht mit T4 DNA-Ligase inkublert. Die aus einer Behandiung resuitierende DNA wird mit 40 
einem Ueberschuss an Bglll Restriktionsendonuklease geschnitten und das grossere Vektorfragment mit 
Hllfe einer Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Das resuitierende Fragment wird emeut mit T4 DNA Ligase 
inkublert. um das Fragment uber seine neu hinzugefugten kohaslven Bglll Enden zu rezirkularisieren. Nach 
Transformation des 5. co//-Stamms HB101 erhalt man das Plasmid pRK252/Tn903/Bglll {Fig. 1). 

In einem weiteren Verfahrensschritt wird ein Derivat des Plasmids pBR322 konstrulert, das neben den 45 
T-DNA Grenzsequenzen aus dem Tl-Plasmld und der Polylinkerregion aus dem Plasmid pUC19 ein 
selektierbares Gen fur Kanamycinresistenz in RIanzen enthalt (Fig. 2). Das Plasmid pBR325/Eco29 enthalt 
das 1.5 kBp umfassende EcoRI Fragment aus dem Nopalin ThPlasmid pTiT37. Dieses Fragment enthalt die 
linke T-DNA Grenzsequenz (Yadav et al., 1982). Fur den Austausch der EcoRI Enden dieses Fragments durch 
Hindlll Enden wird das Plasmid pBR325/Eco29 mit EcoRI geschnitten und anschliessend mil Nuclease SI 50 
inkublert. Es folgt eine Inkubation mit dem grossen Fragment der DNA-Polymerase zur Herstellung glatter 
Enden. Dieser Reaktransansatz wird mit synthetischen Hlndlll-Unkem vemilscht und mit T4 DNA-Ugase 
inkublert. Die resuitierende DNA wird mit den Endonukleasen Clal und einem Ueberschuss an Hindill 
geschnitten; das resuitierende 1.1 kBp umfassende Fragment, das die linke T-DNA Grenzsequenz enth§lt, 
wird mit Hilfe einer Gelelektrophorese gereinigt. Als nachstes wird die Polylinkerregion des Plasmids pUC19 55 
isoliert, indem man die Plasmid DNA mit den Endonukleasen EcoRI und Hindlll schneidet und das kleinere 
Fragment (annahemd 53 Bp) uber eine Agarose-Gelelektrophorese isoliert. Anschliessend wird das Plasmid 
pBR322 mit den Endonukleasen EcoRI und aal geschnitten, mit den beiden anderen, zuvor isolierten 
Fragmenten vermischt. mitT4 DNA-Ligase inkublert und damit der E co// Stamm HB101 transformlert. Das 
resuitierende Plasmid pCIBS. enthait die Polylinken^gion und die linke T-DNA Grenzsequenz integriert in eine 60 
Abkommling des Plasmids pBR322 (Fig. 2). 

In einem weiteren Verfahrensschritt wird ein Plasmid konstruiert, das ein Gen enthalt. welches die 
Expression einer Kanamycinresistenz in Pflanzen vermittelt (Fig. 4). Das Plasmid Bin 6 ist ertigUtlich bei Dr. M. 
Bevan, Plant Breeding Institute, Cambridge. UK. Dieses Plasmid wird ausserdem bei Sevan (1984) 
beschrieben. Das Piasmid Bin 6 wird mit EcoRI und Hindlll geschnitten. Das etwa 1.5 kBp umfassende 65 
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Fragment, welches das chimare Neomycinphosphotransferase (NPT) Gen enthalt. wird isoliert und 
anschBessend Qber eine Agarosegelelektrophorese gereinigt. Das Fragment wird mit pUC18 Plasmid DNA 
vermischt die zuvor mit den Endonukleasen EcoRI und Hindlll geschnltten wurde. Nach Inkubation mit T4 
DNA-Ligase wird mit der resultlerenden DNA der E oc?// Stamm HB101 transformiert. Das entstehende 

5 Plasmid wird als pUC18/neo bezeichnet Dieses Plasmid enthalt eine unerwOnschte BamHI-Schnlttstelle 
zwischen dem Neomyclnphosphotransferase-Gen und der Terminator-Sequenz des Nopalinsynthase-Gens 
(siehe Sevan. 1984). Urn diese Erkennungssequenz zu entfemen, wird das Plasmid pUC18/neo mit der 
Endonul<Iease BamHI geschnitten. gefolgt von einer Behandiung mit der grossen Untereinheit der 
DNA-Polymerase zur Erzeugung glatter Enden. Urn das Fragment zu rezirkularisieren, wird es anschliessend 

10 mit T4 DIMA-Ligase inkubiert. Mit diesem Fragment wird der £ coli Stamm HB101 transformiert. Das 
resultierende Plasmid. pUC18/neo(Bam) besitzt keine BamHI-Erkennungssequenz mehr. 

In einem weiteren Verfahrensschritt wird die reciite T-DNA Grenzsequenz unmitteibar neben das chimare 
NPT Gen Inserlert (Fig. 4). Das Plasmid pBR3^/Hind23 enthalt das 3.4 kBp Hindlli-Fragment des Plasmids 
pTiT37, Dieses Fragment besitzt die rechte T-DNA Grenzsequenz (Bevan et ai., 1983). Das Plasmid 

75 pBR325/Hind23 wird mit den Endonukleasen Sacll und Hindtll geschnitten und ein 1.9 kBp umfassendes 
Fragment welches die rechte Grenzsequenz enthalt, im Anschluss an eine Agarosegelelektrophorese in 
gereinigter Form isoliert. Das Plasmid pUC18/neo(Bam) wird mit den Endonukleasen Sacll und Hindlll 
geschnitten und das 4.0 kBp umfassende Vektorfragment mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese Isoliert. 
Die beiden Fragmente werden miteinander vemnlscht, mit T4 DNA Ligase inkubiert und damit der E cofi 

20 Stamm HB101 transfomiiert. Das resultierende Plasmid pCIB4 (Rg. 4) enthalt die rechte T-DNA Grenzsequenz 
sowie den in Pflanzen selektierbaren Marker fOr Kanamyclnresistenz in einem Abkommling des Plasmids 
pUC18. 

In einem letzten Verfahrensschritt wird in Plasmid konstrulert. das sowohl die linke als auch die rechte 
T-DNA Grenzsequenz und zwischen diesen Grenzsequenzen das in Pflanzen selektierbare Kanamycinresl- 

25 stenzgen und den Polylinker des Plasmids pUC18 enthalt (Fig. 5). Zunachst wird das Plasmid pCIB4 mit der 
Endonuklease Hindlll geschnitten, gefolgt von einer Behandiung mit der grossen Untereinheit der DNA 
Polymerase zur Hersteilung glatter Enden sowie einer Fragmentlerung mit der Endonuklease EcoRI. Das 2.6 
kBp umfassende Fragment, welches das chimare Kanamycinresistenzgen und die rechte T-DNA 
Grenzsequenz enthalt. wird m'rt Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert. Anschliessend wird das Plasmid 

5a pCIB5 mit der Endonuklease Aatll geschnitten, zur Erzeugung glatter Enden mit T4 DNA-Polymerase 
behandelt und dann mit der Endonuklease EcoRI geschnitten. Das grossere Vektorfragment wird mit Hiffe 
einer Agarosegelelektrophorese gereinigt. mit dem pCIB4-Fragment vermischt und mit T4 DNA-Ugase 
Inkubiert. Mit diesem Fragment wird der £ co// Stamm HB101 transformiert. Das resultierende Plasmid pCIB2 
(Rg. 5) ist ein Derivat des Plasmids pBR322. das die gewOnschten Sequenzen zwischen den beiden T-DNA 

35 Grenzsequenzen enthalt. 

Die folgenden Schritte kompiettieren die Konstruktion des Vektors pCIBIO. Sle sind in Fig. 6 dargesteltt. Das 
Plasmid pCIB2 wird mit der Endonuklease EcoRV geschnitten und. wie zuvor beschrieben, mit synthetischen 
Linkern, die eine Bglll Erkennungsstelle besitzen. versehen. Nach Schneiden mit einem Ueberschuss an Bglll 
wird das annahemd 2.6 kBp umfassende Fragment mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert. Das 

40 zuvor bereits beschriel>ene Plasmid pRK252/Tn903/BgIII (Fig. 1) vwrd mit der Endonuklease Bglll geschnitten 
und anschliessend mit Phosphatase behandelt. um eine Rezirkuiarlsierung zu verhindem. Diese beiden DNA 
Fragmente werden miteinander vermischt und mit T4 DNA-Ugase inkubiert. Ar^hliessend wird £ co// Stamm 
HB101 transformiert. Das resultierende Plasmid ist der vervollstandlgte Vektor pCIBIO. 

45 Beispiel 5: Konstruktion eines chimaren Gens mit dem CaMV 35S Promoter 

A. Konstruktion eines CaMV 35S Promotor-Kassette-Plasmids: 

pCIB710 wird wie in Rg. 7 gezeigt konstrulert. Dieses Plasmid enthalt CaMV Promotor-und Transkription- 
sterminationssequenzen fur das 35S RNA-Transkript (Covey et al., 1981). Ein 1149 Bp Bglll-Restriktionsfrag- 

50 ment der CaMV-DNA (Bp 6494 bis 7643; Hohn et al., 1982) wird von dem Plasmid pLW1 1 1 . das am 14. Mai 1986 
bei der American Type Culture Collection unter der Hinterlegungsnummer ATCC 40235 hintertegt wurde, 
isoliert; alternativ dazu kann das Fragment durch praparative Agarose-Gelelektrophorese direkt isoliert 
werden. Es wird mit BamHI-geschnittener pUC19 Plasmid-DNA vermischt, mit T4 DNA-Ugase behandelt und 
damit £ coli transfonniert (Beachte, dass die BamHI-Restriktionsschnittstelle Im resuttierenden Plasmid 

55 durch Verknupfen der Bglll kohasiven Enden mit den BamHI kohasiven Enden zerstort wird). Das resultierende 
Plasmid, genannt pUC19/35S, vwrd anschliessend in einer Oligonukleotid-vermittelten in vitro Mutagenese 
dazu verwendet, die BamHI-Erkennungssequenz GGATCC direkt im Anschluss an das CaMV Nukleotki 7483 
(gemass der Bezeichnung in Hohn et al., 1982) einzufugen. Das resultierende Plasmid pCIB710 enthalt die 
Caf\4V 35S Promoter- und Transkriptkinsterminationsregion, getrennt durch eine BamHI-Restriktionsschnitt- 

60 stelle. In diese BamHI-Schnittstelle eingefOgte DNA-Sequenzen werden in Pflanzen durch diese CaMV 
Transkriptions-Regulationssequenzen exprimiert (Beachte auch, dass pCIB710 keine ATG Translationsinitia- 
tionskodons zwischen dem Start der Transkription und der BamHI-Schnittstelle enthalt). 
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B. Einfugen der CaMV 35S Promoter/Terminatorkassette in CIB10. 

Die folgenden Schritte siivd in Fig. 8 dargestelit. Die pClBIO- und paB710-Plasmid-DNA wird mit EcoRI und 
Sail geschnitten, vermischt und verknQpft. Das resultierende Plasmid pCIB10/710 enthalt die CaMV 35S 
Promotor-ZTerminatorkassette, eingefOgt in den Pflanzentransformationsvektor pCiBIO. Die CaMV 35S-Se- 
quenzen befinden sich zwischen den T-DNA-Grenzsequenzen in pCIBIO und werden so bei Pflanzentransfor- 5 
mationsexperinnenten in das pflanzliche Genom eingefOgt. 

C. Transfer inAgrobacterium, 

FQr den Transfer des binaren von pCiBIO abgeleiteten Plasmlds von £. CO//HB101 auf Agrobacteriumym6 
ein intermediarer E. co/>-Wtrt venvendet und rwar der £, co//Stamm S17-1. DIeser E. co//Stamm, der von io 
Agrigenetlcs Research Co., Boulder Co.. bezogen werden kann, wird in Simon et al. (1983a) besclirieben, Er 
enthalt Mobilisierungsfunktionen. die einen direkten Transfer des Plasmlds pCIBIO auf Agrobacterium via 
einer Konjugation eriauben. Damit kann die Notwendigkeit eines direkten Transfers nackter Plasmid DNA in 
Agrobacterium umgangen werden. Zunachst wird pCIBIO Plasmid Dl^ in mit Kalziumchlorid behandelte 
S17-1 Zelien eingeschleust Danach werden Kulturen transf omnierter SI 7-1 Zellen mit A. tumefadens LBA4404 15 
(Corns et al., 1981) vermischt und auf N Agar (Difco) Flatten Qber Nacht bei Raumtemperatur gepaart. Von den 
resuitierenden Bakterien wird eine Probe entnommen und auf AB Minimalmedium, das 50 |ig/ml Kanamycin 
enthalt, Oberimpft (DItta et al., 1980) und auspiattiert. Die Inkubation erfolgt bei 28**C. Die gewachsenen 
Kolonien werden auf demselben Medium ein zweites MaJ und anschliessend ein weiteres Mai auf N 
Agarplatten ausgestrichen. Langsam die BamHI-Erkennungssequenz GGATCC direkt im Anschluss an das 20 
CaMV Nukleotld 7483 (gemass der Bezeichnung in Hohn et al., 1982) einzufugen. Das resultierende Plasmid 
pCIB710 enthalt die CaMV 35S Promotor- und Transkriptlonstermlnationsregion. getrennt durch eine 
BamHI-Restrikttonsschnittsteile. In diese BamHI-Schnittstelle eingefugte DNA-Sequenzen werden in Pflanzen 
durch diese CaMV Transkriptions-Regulationssequenzen exprimlert (Beachte auch, dass pCIB710 keine ATG 
Translationsinitiationskodons zwischen dem Start der Transkriptlons und der BamHI-Schnittstelle enthalt). 25 

B. Einfugen der CaVM 35S Promotor/Terminatorkassette in pCIBIO. 

Die folgenden Schritte sind in Fig. 8 dargestelit. Die pCIBIO- und pCIB710-Plasmid-DNA wird mit EcoRI und 
Sail geschnitten, vermischt und verknOpft. Das resultierende Plasmid pCIBIO/710 enthalt die CaMV 35S 
Promotor/Terminatorkassette, eingefugt in den Pflanzentransformationsvektor pCIBIO. Die CaMV 35S-Se- SO 
quenzen befinden sich zwischen den T-DNA-Grenzsequenzen in pClBIO und werden so zwei Pflanzentrans- 
formationsexperlmenten in das pflanzliche Genom eingefugt. 

C. Transfer in Agrobacterium. 

Fur den Transfer des binaren von pCIBIO abgeleiteten Plasmids von E. cofi HB101 auf Agrobacterium wird 35 
ein intermediarer E co/AWirt verwendet und zwar der £ co// Stamm S17-1. Dieser E. co/ZStamm. der von 
Agrigenetics Research Co.. Boulder, Co., bezogen werden kann, wird in Simon et al. (1983a) beschrieben. Er 
enthait Mobilisierungsfunktionen. die einen direkten Transfer des Plasmids pClBIO auf Agrobacterium via 
einer Konjugation eriauben. Damit kann die Notwendigkeit eines direkten Transfers nackter Plasmid DNA in 
Agrobacterium umgangen werden. Zunachst wird pCIBIO Plasmid DNA In mit Kalziumchlorid behandelte 40 
S17-1 Zellen eingeschleust. Danach werden Kulturen transfonnierterSI 7-1 Zeilen mit A, tumefaciensLBA4AQ4 
(Ooms et al., 1981 ) vermischt und auf N Agar (Difco) Flatten iiber Nacht bei Raumtemperatur gepaart. Von den 
resuitierenden Bakterien wird eine Probe entnommen und auf AB Minimalmedium, das 50 ^ig/ml Kanamycin 
enthalt. Oberimpft (Ditta et al., 1980) und auspiattiert. Die Inkubation erfolgt bei 28°C. Die gewaschsenen 
Kolonien werden auf demselben Medium ein zweites Mai und anschliessend ein weiteres Mai auf N 45 
Agarplatten ausgestrichen. Langsam wachsende Kolonien werden auf einem AB Minimalmedium mit 
Kanamycin ausgestrichen und einzelne Kolonien isoliert. Nach diesem Verfahren werden Agrobakterien 
isoliert, die das Plasmid pCIBIO enthalten. 

Ml. Transformation und Regenerierung 50 

Beispiel 6: Transformation von Tabak 

Protoplasten von Nicotiana tabacum cv. 'Coker 176" werden wie folgt hergestellt: Vier bis funf Wochen aite 
Sprosskulturen werden unter aseptischen Bedingungen in einem MS Medium ohne Hormone bei einer 
Temperatur von 16°C und einer Photoperiode von 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelhelt herangezogen. 55 
Ca. 1,5 g Blattgewebe werden von der Pflanze entnommen und gteichmassig auf 8 bis 10 Petrischalen (100 x 
25 mm, Lab-Tek), die jeweils 10 ml einer Enzymlosung enthalten, verteilt Die Enzymlosung enthalt 1 
Cellulase R-10, 0,25 o/o Macerase, von Calbrachem Ca., 1 cvb Pectolyase Y-23, von Seishin Pharmaceuticals 
Co., 0,45 M Mannit und 0,1 x K3 Salze (Nagy und Maliga, 1976). Die Tabakblatter werden mit Hilfe eines 
Skalpells in dunne Streifen geschnitten. Die Petrischalen werden anschliessend verschlossen und auf einer 60 
Rundschutteimaschine bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 35 Upm und Raumtemperatur fur einen 
Zeitraum von 4 bis 5 Stunden mit den Enzymen inkubiert 

Anschliessend wird der Inhatt der Petrischalen durch einen mit einem feinmaschigen Gewebe (Mull) 
ausgelegten Trichter filtriert und in einem Auffanggefass gesammett. Das Filtrat wird dann In "Babcock" 
Fiaschen pipettlert, die jeweils 35 ml einer Waschlosung enthalten (Die Waschlosung enthait: 0,45 M 65 
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Saccharose. 0.1 % MES sowie 0.1 x K3 Saize). Die Flaschen werden 10 Minuten bel 80 x g zentrtfuglert. 
wodurch die Protoplasten an der Oberflache der Flaschen angereichert werden. Die Protoplsisten werden mit 
Hilfe einer 1 ml Pipette entnommen, in einer Rasche gesammett und zwei weitere Male gewaschen. Die 
resultierenden Protoplasten werden In K3 Medium in einem 15 ml Einmalzentrifugenrohrchen suspendiert. Die 

5 Konzentration der Protoplasten wird durch Auszahlen in einem Fuchs-Rosenthal Hamocytometer bestimmt. 
Die Protoplasten werden dann in Petrischalen (100 x 20 mm, Coming), die 6 ml eines flQsslgen K3 Mediums 
enthalten, in einer Dichte von 100 000/ml ausplattiert. Die Petrischalen mit den Protoplasten werden 
anschliessend zwei Tage lang bel einer Temperatur von 26*'C Im Dunklen Inkubiert. WShrend dieser Zelt erfolgt 
die Regenerierung der Zellwand. 

10 Nach Beendigung der zweitatigen Inkubatlon werden 5 einer stationaren A tumefacfens Kultur 
(gewaschen in einem YEB-Medium), das 50 ng/ml Kanamycin a!s Zusatz enthalt, bei einer Temperatur von 
28** C bis die stationare Phase enreicht ist), die die gewunschten Plasmide enthalten. zu den Protoplasten 
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von drei weiteren Tagen bei 26°C wird Cefotaxim (Calbiochem) 
hinzugegeben bis eine Endkonzentration von 500 ^g/ml erreicht ist, um die Agrobakterien abzutoten. Am 

15 darauffolgenden Tag werden die Zellen mit 3 ml frischem K3 Medium pro Petrlschale verdQnnt. Anschliessend 
wird emeut Cefotaxim bis zu einer Endkonzentration von 500 ^g/ml zugegeben. Die Zellen werden dann bei 
einer Temperatur von 26° C 2 bis 3 Wochen lang kultiviert und anschliessend auf Selektlvmedlen gescreent wie 
bei de Block et al. (1984) beschneben. 

20 Beisplel 7: Regenerierung ganzer Baumwollpflanzen ausgehend von Keimblatt-Explantaten 

A. Baumwoll-Varietat Acala SJ2 in einem Medium, das einen gleichmassigen KaJlus induziert. 

Samen von Gossypium hirsutum (Baumwolle) Varietat Acala SJ2 werden drei Minuten mit 95 tVb Alkohol 
sterilisiert. zweimal mit sterilem Wasser gewaschen, anschliessend fur die Dauer von 15 Minuten in eine 

25 15 o/oige Natriumhypochlorit-Losung eingebracht und emeut in sterilem Wasser gewaschen, Zur Herstellung 
von Keimlingen werden die so sterilisierten Samen fOr eine Zeitraum von etwa 14 Tagen im Dunklen auf einem 
der gebrauchlichen Agar-Medien zur Keimung gebracht. Die Keimblatter dieser Keimlinge werden In 
Segmente zerschnitten, die anschliessend unter sterilen Bedingungen auf ein Kallus-induzierendes Medium 
transferiert werden, das sich aus den Makro- und Mikrosalzen des Murashige und Skoog Medium (MS) 

30 zusammensetzt und zusatzlich Thiamin HCI (0,4 mg/Uter), Glucose (30 mg/Liter). NAA (2 mg/Liter). Kinetin (1 
mg/Uter), myo-inosit (100 mg/Lrter) sowie Agar (0.8 <Vb) enthalt. Die Kulturen werden bei etwa 30°C mrt einer 
Photoperiode von 16 Stunden Llcht/8 Stunden Dunkelhelt In einem "Percival" Inkubator inkubiert. Die 
Beleuchtung erfolgt mit Hilfe von fluoreszierendem Licht (kaltes Tageslicht), bei einer Beleuchtungsstarke von 
etwa 2000 bis 4000 1x. An den kultivlerten Gewebefragmenten entwickein sich innerhalb von drei bis vfer 

35 Wochen Kalli. die eine weisse bis ^au-grune Farbung aufweisen. Die gebildeten Kalli werden alle drei bis vier 
Wochen auf ein Kallus-Wachstumsmedlum Qberimpfl. das myo-lnosit (100 mg/Liter). Saccharose (2.0 g/Uter), 
NAA (2 mg/Liter) und Agar enthalt. und dort emeut kultiviert. Vier bis sechs Monate nach dem Transfer der 
Gewebeexplantate auf das Kallus-induzierende Medium erfolgt die Ausbildung somatischer Embryonen. Der 
Kallus und die Embryonen werden durch drei- bis vierwochiges Ueberimpfen auf frisches Kallus-Wachstums- 

40 medium und erneutes Kultivieren am Leben erhalten. 

Somatische Embryonen, die sich an Gewebestucken entwickein, werden entweder auf frisches 
Kallus-Wachstumsmedium uberimpft oder aber auf ein speziftsches Keimungsmedium fur Embryonen 
(Beasley und Ting, 1973) Qbertragen. Die Pfianzchen, die sich aus den somatlschen Embryonen entwickein, 
werden auf das Beasley und Ting Medium transferiert, das als Zusatz Ammoniumnitrat (15 mg/Liter) sowie 

45 Caseinhydrolysat (15 mg/Liter) als organische Stickstoffquelle enthalt. Das Medium wird durch ein 
Verfestrgungsmittel (Gelrite®) stabilisiert und die Pflanzchen werden in Topfe Qbertragen. Die somatischen 
Embryonen entwickein sich innerhalb von etwa drei Monaten zu Pflanzchen. Die Pflanzchen sind mit Errelchen 
des 6-fais 8-Blatt-Stadiums (die Grosse der Pflanzen betragt dann zwischen 7,5 und 10 cm) bewurzelt und 
werden in Erde Qbertragen. Die Kultivierung erfolgt fur einen Zertraum von drei bis vier Wochen in einem 

50 Inkubator bei hoher Luftfeuchtigkeit. Danach werden die Pflanzchen ins Gewachshaus transferierL Wenn die 
Pflanzchen abgehartet sind, werden sle in offene, bearbeitete Ackererde ausgepflanzt 

B. Baumwoll-Varietat Acala 872 in auf die Halfte verdunntem Kallusinduzierenden Medium. 

Das Verfahren von A wird wiederhoit, wobei In diesem Fall ein halbkonzentriertes MS-Medlum venvendet 
55 wird, in dem alle Medienbestandteile in ihrer angegebenen Konzentration auf die Hatfte reduziert sind. Man 
erhait im wesentllchen die glelchen Resultate wie bei Venvendung des voll-konzentrierten MS-Mediums. 

0. Verschledene Baumwoll-Varietaten. 
Die in A und B beschriebenen Verfahrensmassnahmen werden unter Verwendung der Acala Baumwoli-Va- 
60 rietaten SJ4, SJ2C-1. GC510. B1644, B2724, 81810, der "Picker"* Varietat Siokra und der "Stripper" Varietat 
FC2017 durchgefuhrt. Alle aufgezahHen Varietaten konnen erfolgreich regeneriert werden. 

D. Regenerierung von Baumwollpflanzen ausgehend von Kelmblattexplantaten unter Zwischenschaltung einer 
Zell-Suspensk)nskuttur. 

65 Die in A beschriebenen Verfahrensmassnahmen werden bis zur Herstellung eines Kallus. der zur 
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Ausbildung somatischer Embryonen befahigt ist, wiederholt. Stucke von 750 mg bis 1(XK) mg des aktiv 
wachsenden embryogenen Kallus werden in 8 ml Aliquots eines flQssigen Suspensionskuftur-Mediums, das 
sich aus den Makro- und Mikro-Salzen des MS-Mediums zusammensetzt und daruberhinaus Thiamin HCI (0,4 
mg/Uter). Sacciiarose (20 g/Uter), myo-lnosit (100 mg/Uter) und NAA (2 mg/Uter) als Zusatz enthSlt, In 
Schalen suspendiert und anschliessend auf einer rotierenden Trommel bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit 5 
von 1.5 Upm und einem Ucht/Dunkel Rhythmus von 16 Stunden/8 Stunden Inkubiert. Das Licht stammt 
wiederum aus fluoreszierenden Lampen (kaltes Tagesficht) und hat etne Starke zwischen 2000 und 4500 1x. 
Nach vier Wochen wird die Suspensionskultur durch ein Nylonnetz mit einer Maschenwelte von 840 ^im filtriert, 
um grossere Zellktumpen zu entfemen. Die Fraktion, die nur Partikel mrt einer Grosse von unter 840 ^m 
umfasst, lasst man absetzen und wSsoht anschliessend einmal mIt 20 bis 25 ml eines frischen 10 
Suspensionskultur-Mediums. Diese Zellsuspension wird in Schalen uberfuhrt (2 mi pro Schale) und jede 
Schale wird mit 6 ml frischem Suspensionskuttur-Medium verdunnt. Die Kuituren werden durch Wiederholung 
der oben beschriebenen Verfahrensschrltte in Intervallen von 10 bis 12 Tagen am Leben erhalten. Bei jeder 
Wiederholung wird die Suspensionskultur enneut durch das 840 )xm Netz filtriert und nur diejenige Fraktion^ die 
Zellaggregate kleiner als 840 |xm enthalt, wird auf f risches Suspensionskultur-Medium uberfOhrt. In alien Fallen is 
wird die Fraktion, die Zellktumpen von mehr als 840 pm aufweist, auf ein Kallus-Wachstumsmedium gegeben, 
um auf diese Weiss somatische Embryonen zu erhalten. Die somatischen Embryonen, die srch auf dem 
Kallus-Wachstumsmedium entwickein, werden entfemt und auf ein Keimungsmedlum fOr Embryonen 
(jbertragen. Unter Anwendung der in A beschriebenen Versuchsbeschreibung findet zunachst die Keimung 
der Embryonen statt, die sich dann zu Pflanzchen und anschliessend zu im Freiland wachsenden Pflanzen 20 
entwickeln. 

E. Alternative zwischengeschaltete Suspensionskultur. 

Die in D beschriebenen Verfahrensschrttte werden wiederholt bis darauf, dass in diesem Fait 750 bis 1000 
mg embryogenen Kallusgewebes in eine DeLong Flasche Obertragen werden, die 15 bis 20 ml tlOssiges 25 
MS-Medium mit 2 mg/Uter NAA enthatt. Die Flasche mit der Kultur wird auf einer Rundschuttelmaschine bei 
einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 100 bis 110 Upm Inkubiert. Nach drel Wochen wird die 
Suspensionskultur durch ein Nylonnetz mit einer Maschenwelte von 840 ^im filtriert, um auf diese Weise die 
grossen Zellktumpen fur die Entwicklung ganzer Pflanzen zu gewinnen, wie in D beschrieben. Diejenige 
Fraktion. die Zellaggregate mit einer Grosse von weniger als 840 \im aufweist, lasst man zunachst absetzen, 30 
wascht diese anschliessend einmal in einem flussigen MS-Medium und resuspendiert dann in 2 ml bis 5 ml 
eines flQsslgen MS-Mediums. Die Zellsuspension wird emeut kultiviert und zwar durch Uebertragung von 1 ml 
bis 2 ml der Suspension in eine DeLong Rasche, die 15 ml frisches MS-Medium enthalt. Die Kuituren werden 
durch Wiederholen der oben beschriebenen Verfahrensschrltte in Intervallen von sieben bis zehn Tagen am 
Leben erhalten. Fur jede erneute Kultivierung werden lediglich diejenigen Suspensionen verwendet, die 35 
Zellaggregate mit einer GrSsse von weniger als 840 pm aufwelsen. Die grdsseren Zellklumpen (840 jim und 
grosser) werden fur die Entwicklung ganzer Pflanzen verwendet. 

F. Herstellung von Pflanzen aus grossen Klumpen von Zellen, die in Suspensionen kultiviert werden. 

Nach drei- bis viermaliger Wiederholung der Kultivierung unter Anwendung der in D und E beschriebenen 40 
Versuchsbeschreibungen, werden 1,5 ml bis 2 ml der Zellsuspension von den Schalen bzw. den DeLong 
Flaschen entnommen und auf mit Agar verfestigtes MS-Medium, das 2 mg/Uter NAA enthalt, sowie Beasley 
und Ting Medium, das 600 mg/Uter Caseinhydrolysat enthalt, ubertragen. Nach drei bis vier Wochen werden 
embryogene Kalli mit sich entwickelnden Embryonen sichtbar. Auch in diesem Fail werden Zellklumpen mit 
einer Grosse von 840 \im und mehr auf ein Kallus-Wachstumsmedium Obertragen. Aus diesen Zellklumpen 45 
erhait nnan embryogene Klumpen mit sich entwickelnden Embryonen, die letztendlich zu Pflanzen 
heranwachsen. 

Beispiel 8: Transformation von Baumwoll-Suspensionskulturzellen zu einem Tumor-Phanotyp mit Hllfe von 
Agrobactenum LBA 4434 50 

A. Wachstum der pflanzlichen Suspensionskultur. 

Eine Acala Baumwoll-Suspensionskultur wird in Schalen kultiviert, wobet das Medium (MS-Medium mit 2 
g/Liter NAA) alle sieben bis zehn Tage gewechsett wird. Nach dem Mediumwechsei wird die Schale jeweils um 
90** gedreht. und man lasst die Zellen sich absetzen. Vor der Transformation wird der Ueberstand mit Hitfe 55 
einer Pipette abgehoben und die resultierenden Zellen werden die zuvor beschrieben behandett. 

B, Beschreibung des Agrobactenum Vektors. 

Der Agrobactenum Stamm LBA 4434 (Hoekema et al., 1983) enthalt ein binares. auf dem Tl-Plasmid 
basiererKles Pflanzen-Transformationssystem. In einem solchen binaren Transformationssystem enthalt eines 60 
der Plasmide die T-DNA Region des Ti-Plasmids, wahrend das zweite Plasmid die vir-Region des Ti-Plasmids 
aufweist. Die Transfomnation der Pflanze wird durch das Zusammenwirken beider Plasmide gewahrleistet. Im 
Agrobactenum Stamm LBA 4434 enthalt das T-DNA Plasmid pALIOSO die Tl Sequenz von pTiAchS, einem 
Octopin-Ti-Piasmid. Das vir-Plasmid im Stamm LBA 4434, pAL4404, enthalt dagegen die intakte Virulenzregion 
von pTlAch5 (Ooms et al.. 1982). Der Agrobacierium Stamm 4434 kann von Dr. Robert Schilperoort, Abteilung 65 
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fur Biochemie, Universitat Leiden, Niederlande, bezogen warden. 

C. Kultivierung der Agrobaktehen; Wachstumsbedingungen. 

Der transformlerende Agrobacterfum Stamm wird einer Glycerln-Stammkultur entnommen und kultMert. 

5 Am nac?hsten Tag wird aus dieser Uebernachtkultur ein Aliquot entnommen und damit eine 50 ml-Kultur 
angeimpft. Die Agrobal<terlen werden auf YEB Medium kultiviert, dem Antibiotil<a angemessen zugefOgt 
wurden. Man bestimmt die optische Dichte der 50 ml Uebernachtkultur bei 600 nm, zentrifugiert die Kultur und 
resuspendiert das Pellet in einem Wachstumsmedium fur Pflanzenzellen (MS-Medium, das 2 mg/ml NAA 
enthalt) bis eine ODeoo von 0,5 erreicht ist. 8 ml dieser baktenellen Suspension wird zu jeder Scheie, die die 

10 pflanzlichen Zetlen gemass Abschnitt A enthalt, gegeben. 

D. Infektlon. 

Die Schalen mit den Pflanzen- und Bakterienzellen werden zunachst geschuttelt, urn alle Zellen zu 
resuspendieren. und anschliessend emeut fur einen Zertraum von 3 Stunden auf einer Schuttelvorrichtung 

15 inkubiert, um den Agrobakterien die Moglichkeit zu geben, sich an die Pflanzenzellen anzuheften. Man lasst 
dann die Zelien absetzen und entfemt den restlichen Ueberstand. Anschliessend wird ein Aliquot frisches 
Wachstumsmedium zu den Schalen gegeben und 18 bis 20 weitere Stunden in Gegenwart eventuell noch 
vorhandener Agrobakterien auf einer SchQttelvorrlchtung Inkubiert. Danach lasst man die Zellen emeut 
absetzen, entfemt den Ueberstand und wascht die Zellen zwetmal mit einer Losung aus Wachstumsmedium 

20 und Cefotaxim (200 tig/ml). Nach dem Waschen werden die Zellen aus den einzelnen Schalen in jeweils 10 ml 
Wachstumsmedium mit Cefotaxim (jeweils 200 [ig/ml) resuspendiert, und jeweils 1 ml Aliquots davon werden 
auf Petrischalen auspiattiert. 

E. Kultivierung des transformierten Qewebes. 

25 Die mit Agrobakterien infizierten Zellen wachsen auf dem Wachstumsmedium, das keine Hormonzusatze 
enthalt. und zeigen dadurch, dass das Gewebe die Wild-Typ Phytohormongene in der T-DNA erhielt. Die 
entsprechenden Zellen entwickeln sich zu Tumoren und bieten damit ein welteres Indiz fQr die erfolgreiche 
Transformation der Kulturen. 

30 Beispiel 9: Transformation von Baumwoll-SuspensionskuHurzellen zu einem Kanamycin-reslstenten, 
nicht-tumordsen Phanotyp 

Es werden die glelchen Verfahrensmassnahmen, die zuvor in Beispiel 8 beschrieben wurden. angewendet. 
abgesehen davon, dass andere transformierende Agrobacterien verwendet werden und dass das 
Pflanzen-Selektlonsmedium ein Antibiotikum fOr die Selektlonlerung transformierter pflanzlicher Gewebe 

35 enthalt. 

A. Kultivierung des pflanzlichen Gewebes. 

Die Kultivierung des pflanzlichen Gewebes erfolgt analog der In Beispiel 8, Abschnitt A angegebenen 
Verfahrensmassnahmen. 

40 

B. Beschreibung des Agrobacterium-WekXors. 

Die transformierenden Agrobakterien besitzen des T-DNA-enthaltenden binaren Vektor pCIBIO (Rothstein 
et al., 1987) sowie das vir-Rasmid pAL4404. Die T-DNA von pCIBIO enthalt ein chimares Gen, das aus dem 
Promotor des Nopalinsynthasegens, der kodierenden Region von Tn5 (die das Enzym Neomycinphosphot- 
45 ransf erase kodiert) und dem Terminator des Nopallnsynthasegens zusammengesetzt ist. 

C. Kultivierung der Agrobacterien, Wachstumsbedingungen. 

Agrobakterien mit dem Plasmid pCIBIO werden auf YEB Medium mit 50 ng/ml Kanamycin kultiviert. Die 
ubrigen Kultivierungsbedingungen entsprechen denjenlgen, die in Beispiel 8, Abschnitt C beschrieben sind. 

50 

D. Infektlon. 

Die Transfonnation pflanzlicher Zelien erfolgt gemass den in Beispiel 8 beschriebenen Verfahrensmassnah- 
men. In diesem Fai! werden jedoch die aus Abschnitt C resultierenden Aliquots (1 ml) direkt auf mit selektiven 
Antibiotika angereicherten Medien auspiattiert. Das Selektionsmedium enthalt entweder Kanamycin (50 
55 ^ig/ml) Oder G418 (25 ^ig/ml). Die Expression des chimaren nos/neo/nos Gens im transformierten pflanzlichen 
Gewebe eriaubt die Selektion dieses Gewebes auf eines der zuvor genannten Antibiotika. 

E. Kultivierung des transformierten Gewebes. 

In diesem und in alien folgenden Beispielen enthalten die Pflanzen-Wachstumsmedien Phytohormone 
60 gemass den in Beispiel 7 gemachten Angaben. 

Nach 2 bis 4 Wochen wird das transformterte Gewebe auf den Selektionsptatten sichtbar. Nicht-infizlertes 
sowie Kontrollgewebe zelgt keine Anzelchen von Wachstum. Es wird schliesslich braun und stirbt ab. 
Transformiertes Gewebe wachst dagegen auch in Gegemvart von Kanamycin und G418 sehr gut. Zu diesem 
Zeitpunkt werden gut wachsende Gewebestucke auf frisches Selektionsmedium Oberimpft und dort welter 
65 kuHiviert. 
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F. Kultivierung somatischer Embryonen. 

Aus den Gewebestucken bildea sich somatische Embryonen aus. Sie warden auf frisches Medium 
uberimpft (nicht-selektives Medium). 

Q. Keimung. 

Wenn die Embryonen beglnnen, auszudifferenzieren und zu keimen, d.h. zu dem Zeitpunkl. da sie mit der 
Bildung von Wurzein beginnen und 2 bis 3 Blatter aufweisen, werden sie in Belialter mit Wachstumsmedlum 
ubertragen. Die Pflanzchen werden noch bis zum 6 bis 8 Blattstadium weiterkultiviert, bevor sie von dem 
Agar-Medium entfernt werden. 

H. Kultivierung der Pflanzchen. 

Die Pflanzchen werden in Topferde gepflanzt und zur Aufrechterhaltung einer hohen Luftfeuchtigkeit mit 
einem Becherglas abgedeckt und in einem Inkubator 4 bis 8 Wochen (ang kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wird 
das Becherglas entfernt und die Pflanzen werden ins Gewachshaus gebracht. Die Pflanzen wachsen im 
Gewachshaus heran, entwickein BiUten und biiden schliesslich Samen. 

Beispiel 10: Transformation von Zellen einer Baumwoll Suspensionskuttur zu einem Hygromycln-reslstenten, 
nicht-tumorosen Ph&notyp 

Sofem im folgenden keine anderslautenden Angaben gemacht werden. erfolgt die Durchfuhrung der 
Experimente gem&ss den Angaben in Belsplel 3. Im Unterschied zu Beispiel 8 werden in diesem Fall andere 
transformierende Agrobakterien verwendet. Daruberhinaus enthalt das Pflanzenselektionsmedium ein 
Antibtotikum. das fOr die Setektlon von transformlertem pflanzlichen Gewebe geeignet ist. 

A. Kultivierung des pflanzlichen Gewebes. 

Die Kultivierung des pflanzlichen Gewebes erfolgt analog der in Beispiel 8. Abschnitt A angegebenen 
Verfahrensmassnahmen. 

B. Beschreibung des Agrobactenum-Wektors. 

Die transformierenden Agrobakterien enthalten den binaren T-DNA Vektor pCiB715 (Rothstein et al., 1987) 
sowie das vir-Plasmid. Die T-DNA von pCIB715 enthalt ein chimares Gen, das aus dem Promoter und dem 
Terminator des 35S Transkripts von CaMV (Odeil et al., 1985) sowie der kodierenden Sequenz fur die 
Hygromycin-B-Phosphotransferase (Gritz und Davies. 1983) zusammengesetzt Ist. 

C. Kultivierung der Agrobakterien. 

Die Agrobakterien, welche das Plasmid pCIB715 enthalten, werden auf YEB Medium, das 50 ^ig/ml 
Kanamycin enthalt. kultrviert. 

D. Infektion. 

Die Transformation wird gemass den in Beispiel 8 im Einzetnen ausgefuhrten Verfahrensschritten 
durchgefiihrt. In diesem Fall werden Jedoch die in Abschnitt (c) resultierenden Aliquots (je 1 ml) direkt auf die 
Medlen mit den selektiven Antibiotika ausplattiert. Das Selektionsmedium enthalt 50 jig/ml Hygromycln. Die 
Expression des chimaren Hygromycin-Gens in transformlertem pflanzlichen Gewebe eriaubt die Selektion 
dieses Gewebes auf Hygromycin-haltigen Medien. 

E. Kultivierung des trar^formierten Gewebes. 

Die Kultivierung erfolgt analog der in Beispiel 9, Abschnitt E beschriebenen Verfahrensmassnahmen. Das in 
dem Pflanzen-Selektlonsmedlum verwendete Antibiotlkum ist in diesem Fall Hygromycin. 

Beispiel 11: Transformation von Pflanzenzellen durch Beschuss mit Mikroprojektilen 

Ein anderes Verfahren. fremde DNA-Sequenzen In Pflanzenzellen einzufuhren. umfasst das Anheften 
besagter DNA an Partikel, die anschliessend den Pflanzenzellen mit Hilfe eines Apparates, wie er von Klein et 
al. (1988) beschrieben wird, etngeschossen werden. Jedes pflanzliche Gewebe oder pflanzliche Organ kann 
als Ziel dieser Prozedur verwendet werden, einschliesslich, aber nicht darauf beschrSnkt, Embryonen, apikale 
und andere Meristeme, Knospen, somatische und sexuelle Gewebe in vivo und in vitro. Transgene Zellen und 
Kallus werden gemass etablierter Verfahren, die in der Fachwelt bekannt sind, ausgewahlt. Getroffene 
Gewebe werden veranlasst, somatische Embryonen zu biiden oder Sprosse zu regenerieren, urn transgene 
Pflanzen gemass etablierter, der Fachwelt bekannter Verfahren zu erhaJten. Die geeigneten Verfahren kfinnen 
entsprechend der verwendeten Pfianzenart gewahit werden. 

Die regenerierte Pflanze kann hinsichtlich der eingebauten fremden DNA chlmar sein. Wenn die Zellen, die 
die fremde DNA enthalten. sich entweder in Mikro- oder Makrosporen entwickein. wird die integrierte fremde 
DNA der sexuellen Nachkommenschaft vererbt werden. Wenn die Zellen, die die fremde DNA enthalten, 
somatische Zellen der Pflanze sind, werden nichtchimare transgene Pflanzen durch konventionelle Verfahren 
der vegetativen Vermehrung entweder in vivo, d.h. aus Knospen oder Stengelabschnitten, oder in vitro 
gemass etablierter der Fachwelt bekannter Verfahren hergesteltt. Solche Verfahren konnen entsprechend der 
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venvendeten Pflanzenart gewahit werden. 

Beisplel 12: Transformation von Pflanzenzeilen durch Injektion 
Der Transfer von DNA in Pflanzenzeilen wird auch durch Injeklion in isolierte Protoplasten, kultMerte Zellen 
5 und Gewebe. wie es von Reich et al. (1986 a und b) beschrieben wird, und durch Injektion in meristematische 
Gewebe von Keimlingen und Pflanzen erreicht, wie von de la Pena et al. (1987), Graves und Goldman (1986), 
Hooykaas-Van Slogteren et al. (1984) und Grimsley et al. (1987 und 1988) beschrieben. Transgene Pflanzen 
und deren Nachkommenschafl werden durch der Fachwett bekannte Verfahren erhalten. 

10 Beisplel 13: Hersteltung eines speziellen Kallustyps von Zea mays. Elite Inzuchqinle Funk 2717 

Zea /nay^-Pflanzen der Elite Inzuchtlinle Funk 2717 werden bis zur Biute im Gewachshaus kultfviert und 
selbstbestaubt. Unreife Kolben mit etwa 2 bis 2,5 mm langen Embryonen werden von den Pflanzen genommen 
und in 10 o/o Clorox®-L6sung 20 MInuten deslnfizlert. Die Embryonen werden steril aus den Malskomern 
entfemt und mit der embryonalen Achse nach unten auf OMS-Medium gelegt. das 0,1 mg/Liter 2,4-D, 6 tVTo 

15 (w/v) Saccharose und 25 mM L-Prolin enth§lt und mit 0,24 o/b (w/v) Gelrite® verfestigt ist (Initiationsmedlum). 
Nach zweiwSchiger Kultivierung im Dunkein bei 27°C wird der Kailus, der sich am Scutellum gebildet hat. vom 
Embryo entfemt und auf B5-Medium (Gamborg et al.. 1968) OberfQhrt, das 0,5 mg/Lrter 2,4-D enthalt und zuvor 
mit 0,24 o^ (w/v) Gelrite® verfestigt wird. Der Kalius wird alle 2 Wochen auf frisches Medium Qbertragen. 
Insgesamt 8 Wochen, nachdem die Embryonen auf das Initlationsmedium gegeben wurden, kann der 

20 Kallusspezialtyp anhand seiner charakteristfschen Morphoiogie identifiziert werden. Dieser Kalius wird auf 
dem gleichen Medium welter kultiviert. Nach weiteren 2 Monaten wird der Kalius auf N6-Medium. das 2 
mg/Uter 2,4-D enthalt und durch Zusatz von Gelrite® verfestigt ist, transferiert und periodisch uberimpft. 

Beisplel 14: Hersteltung einer Suspensionskultur von Zea /ways-Elite Inzuchtlinie Funk 2717 

25 Der in diesem Beisplel beschriebene Kalius wird wenigstens 6 Monate weiterkultivlert. Der Kallustyp. der fur 
die Weiterkultivienang ausgewahit wird. ist vergleichsweise wenig schleimig, ist kornig und sehr krumelig, so 
dass er in kleine einzelne Zellaggregate zeriailt, wenn er in Flussigmedium gegeben wird. Kulturen, die 
Aggregate von stark vakuolisierten Zellen enthalten, werden venworfen. Ungefahr 600 mg Aliquots des oben 
beschriebenen Spezialkallus von Zea mays der Elite-Inzuchtlinie Funk 2717 werden in 30 ml N6-Medium mit 2 

30 mg/Uter 2,4-D in 125 ml Delong-Kolben gegeben. Nach einwochiger Kultivierung bei 26° C im Dunkein auf 
einer Rundschuttelmaschine (130 Upm, 2,5 cm Dreh-Radius) wird das Medium durch frisches ersetzt. Die 
Suspensionen werden wieder unter gleichen Bedingungen eine weitere Woche kultiviert. Danach werden die 
Kulturen gepruft und diejenigen zuruckbehatten, die eine kleine Zahl grosser, vakuolisierter Zellen zeigen. 
Suspensionskulturen, die Aggregate mit grossen. vakuolisierten Zellen enthalten, werden venworfen. Das 

36 bevorzugte Gewebe besteht aus cytoplasmareichen, sich teilenden Zellaggregaten, die charakteristtschenvei- 
se eine gfattere Oberflache als der gew5hnliche Typ der Zellaggregate aufweisen. Bel den zuruckbehaltenen 
Kulturen sind wenigstens 50 Wo der Zellen in diesen kleinen Aggregaten vorhanden. Dies ist die gewunschte 
Morphoiogie. Diese Suspensionen besitzen daruberhlnaus eine grosse Wachstumsrate mit einer Verdoppe- 
iungszelt von weniger als einer Woche. Die Suspensionskulturen werden wochentlich uberimpft, indem 0,5 m! 

40 PCV (packed cell volume: Vclumen sedlmentierender Zellen in einer Pipette) in 25 ml frisches Medium 
gebracht werden. Nach 4 bis 6 Wochen. in denen die Werterkultivierung In der zuvor beschriebenen Weise 
durchgefuhrt wird. nehmen die Kulturen um das 2 bis Sfache pro wochentlicher Ueberimpfung zu. Kulturen. in 
denen mehr als 75 tVb der Zellen die gewunschte Morphoiogie aufweisen, werden fOr die Weiterkultiviemng 
verwendet. Die Linien werden aufrechterhalten, indem zum Ueberimpfen immer derjenige Kolben ausgewahit 

45 wird. dessen Inhalt die beste Morphoiogie zeigt. In einigen Fallen wird die Dispersion der Kulturen durch 
regelmassige nitration a!Ie 2 Wochen durch nichtrostende Stahlslebe mit einer Porengrosse von 630 ^m 
erhoht, ohne dass dieses Vorgehen unbedingt notwendig ist. 

Eine Zea mays Suspensionskultur ist bei der American Type Culture Collection (ATCC) hinterlegt worden, 
Hinterlegungsnummer 40326. Diese HInterlegung erfolgte gemass dem BudapesterVertrag (Hinterlegungsda- 

50 tum: 20. Mai 1987). 

Beisplel 15: Herstellung von Protoplasten aus Zellkulturen von Zea mays 

1 bis 1 .5 ml PCV von Zellen der Suspensionskultur. die nach dem vorangehenden Beisplel hergestelit wurde. 
werden in 10 bis 15 ml einer Rlter-sterilisierten Losung inkubiert, die 4<yo (w/v) Cellulase RS und 1 Wo (w/v) 

55 Rhozyme in KMC-Salzlosung (8.65 g/Uter KCI, 16.47 g/Lrter MgCla -eHaO und 12.5 g/Uter CaCl2 -2H20, 5 
g/Liter MES pH 5.6) enthmt. Die Reaktion fmdet bei 30° C wahrend 3 bis 4 Stunden auf einem langsamen 
Schutteltisch statt. Mit einem umgekehrten Mikroskop (Planktonmikroskop) wird die Entstehung der 
Protoplasten verfolgt. Die freigesetzten Protoplasten werden folgendermassen gesammelt: Der Reaktionsan- 
satz wird nacheinander durch Siebe mit 100 jim und 50 um Maschenweite fiitriert Die Protoplasten werden mit 

60 dem Volumen, das der ursprOngllchen Enzymlosung entspricht, durch die Siebe gespult. 10 ml 
Protoplastensuspension wird in je ein Einweg-Plastikzentrifugenrohrchen gegeben und mit 1,5 bis 2 mi einer 
0,6 M Saccharoselosung (gepuffert bei pH 5.6 mit 0,1 Wo (w/v) MES und KOH) unterschichtet. Die Rohrchen 
werden 10 Minuten mit 60 bis 100 x g zentrifugiert und die Protoplasten, die sich in der Zwischenschicht 
angereichert haben, mit einer Pipette aufgenommen und in ein neues Rohrchen gegeben. Die Protoplasten 

65 werden In 10 ml neuer KMC-Salzlosung resuspendiert und 5 Min. mit 60 bis 100 x g zentrifugiert. Der 
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Ueberstand wird entfemt und anschliessend verworfen. Die Protoplasten werden vorsichtig in dem 
verbleibenden Tropfen resuspendiert. Anschliessend werden schrittweise 10 ml elner 13/14 konzentrierten 
KMC-Ijosung dazugegeben. Nach erneuter fOnfmintitiger Zentrifugation wird der Ueberstand entfernt und die 
Protoplasten in elner 6/7 konzentrierten KMC-Losung emeut resuspendiert. Ein Aliquot wird zum Zahlen 
entnommen, und die Protoplasten werden noch einmal durch Zentrifugieren sedimentiert. Die Protoplasten 5 
werden in soviel KM-8p-Medium oder einer 0,6 M Mannitlosung mit 6 mM MgClz Oder in jedem beliebigen 
aruieren Medium, das fur die nachfolgend in den Beisplelen beschriebene Transformation geeignet ist, 
resuspendiert, dass 10^ Protoplasten in einem ml enthalten sind. 

Beispiel 16: Transformation von Zea mays-Protopiasten durch aektroporation io 

A. Alle Schritte bis auf die Hitzeschockbehandlung werden bei Raumtemperatur (22° bis 28° C) 
durchgefuiirt. Die Protoplasten aus dem vorangehenden Beispiel werden In 0.5 M Mannit mit 0,1 (w/v) 
MES und 6 mM MgCl2 resuspendiert. Der Widerstand dieser Suspension wird in der Kammer eines Dialog 
Electroporator^ (DIA-LOG, GmbH, D-4000 DQsseldorf 13, Bundesrepubiik Deutschland) gemessen und 15 
mit einer 300 mM MgCla-Losung auf 1 bis 1.2 kQ eingestellt. Die Protoplasten werden elner 
Hitzeschockbehandlung unterzogen, indem der Becher mit der Probe 5 Minuten in ein Wasserbad von 

45° C getaucht wird. gefolgt von einem Abkuhlen auf Raumtemperatur Im Els. Zu Aiiquots von 0,25 ml 
dieser Suspension werden 4 ^g linearisiertes Plasmid, das ein Pflanzen-selektierbares Hygromycin-Resi- 
stenzgen wie es von Rothstein et al. (1987) beschrleben wurde oder chimare Genkonstrukte enthalt. die 20 
in den Beispielen 32, 36, 41 und 46 beschrleben werden, und 20 jig Kalbsthymus-Canier DNA 
gegeben. 0.125 ml 24<Vd (w/v) PEG (MW: 8000) in 0.5 M Mannit mit 30 mM MgCl2 werden zu den 
Protoplasten gegeben. Die Mischung wird gut aber vorsichtig vermlscht und 10 Minuten Inkubiert. Die 
Probe wird in die Kammer des Elektroporators gegeben und dreimal 10 Sekunden mit Anfangsspannun- 
gen von 1500. 1800, 2300 oder 2800 Vcm"^ gepulst, mit einer exponentiellen Abfallzeit von ^0\LS, 25 
Die Protoplasten werden wie folgt kultivlert: Die Proben werden bei Raumtemperatur in 6 cm Petrischaten 
gegeben. Nach weiteren 5 bis 15 Minuten werden 3 ml KM-8p-Medium mit 1.2 Q/o (w/v) Seai^aque® Agarose 
und 1 mg/LHer 2,4-D hinzugef Ogt. Die Agarose und die Protoplasten werden gut gemischt, dann lasst man das 
Medium gelieren. 

B. DasVerfahren von A wirdmitelrteroder mehreren derfolgenden Modiflkationen wiederholt: 30 

(1) Der Widerstand der Protoplastenpraparation wird auf 0,5 bis 0,7 kfl eingestellt. 

(2) Bei dem venvendeten PEG handelt es sich um ein PEG mit einem Molekulargewicht von 4000. 

(3) Kein PEG oder ein halbes Volumen von 12 (Vb (w/v) PEG wird hinzugef ugt. 

(4) Es wird in Inten/alien von 3 Sekunden gepulst. 

(5) Die Protoplasten werden nach der Elektroporation in Schalen gegeben. die sich auf einer Platte 35 
bef inden. weiche auf 1 6° C gekOhit wird. 

(6) Die Protoplasten werden nach der Elektroporation in Rohrchen gegeben, mit 10 ml einer 6/7 
konzentrierten KMC-Losung oder W5-Ldsung. die 380 mg/Liter KCI; 18.375 g/Lrter CaCl2»2H20; 9 
g/Uter NaCI; 9 g/Liter Glucose; pH 6,0 enthSIt, gewaschen. durch 10 minutige Zentrifugation bei 60 x 

g sedimentiert. in 0,3 ml KM-Medium resuspendiert und wie in A angegeben ausplattiert. 40 

(7) Keine Kalbsthymus-Carrier-DNA wird hinzugef ugt. 

Beispiel 17: Transformation von Zea /nays-Protoplasten durch Behandlung mit Potyethylenglykol 

A. Die Protoplasten werden beim letzten Schritt von Beispiel 1 5 in einer 0,5 M Mannit-Losung mit 12 bis 45 
30 mM MgCi2 resuspendiert. Die Protoplasten werden, wie in Beispiel 16 beschrieben, einem 5 minutigen 
Hitzeschiock von 46" C ausgesetzt. Die suspendierten Protoplasten werden fur die Transformation In 
Aiiquots von je 0.3 ml in Zentrlfugenrohrchen verteilt. Wahrend der nachsten 10 Minuten wird DNA (wie in 
Beispiel 1 6A und PEG-Losung (MQ 6000. 40 o^ (w/v) ; Ca(N03)2 0.1 M ; Mannit 0,4 M ; pH 8 bis 9 mit KOH) 
hinzugefugt. sodass die Endkonzentratlon an PEG 20 <Vb betragt. Die Aiiquots werden 30 Minuten unter 50 
gelegentlichem leichten Schuttein inkubiert. die Protoplasten in Petrischalen gegeben (0,3 ml 
ursprungliche Protoplasten-Suspenston pro 6 cm Durchmesser-Schale) und kultlviert, wie in Beispiel 16A 
beschrieben. 

B. Das Verfahren von A wird wiederholt. Die Protoplasten werden aber nach 30 Minuten Inkubation in 

der PEG-Losung gewaschen, indem funfmal in 2 bis 3 Minuten-Abstanden 0,3 ml W5-Ldsung hinzugefugt 55 
werden. Die Protoplastensuspension wird anschliessend zentrlfugiert und nach Entfernen des 
Ueberstandes kuitiviert. wie in Beispiel 16(A) beschrieben. 

C. Die Verfahren von A und B werden wiederholt mit der Modifikation, dass die Endkonzentration von 
PEG zwischen 13 und ^ o/o (w/v) 1st 

60 

Beispiel 18: Regenerierung von Kallus aus Protoplasten 

Die Platten. die die Protoplasten in Agarose enthalten. werden bei 26° C im Dunkein gehaiten. Nach 14 
Tagen entstehen aus den Protoplasten Kolonlen. Agarose mit Kotonlen wird auf die Oberflache einer 
Petrischale mit 9 cm Durchmesser gegeben. die 30 ml N6-Medium enthalt. das 2 mg/Liter 2.4-D, verfestigt mit 
0.24 0/0 (w/v) Gelrite® enthalt. Dieses Medium wird als 2N6-Medium bezeichnet. Der Kallus wird welter im 65 
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Dunkein bei 26° C kultivlert, KallusstQcke werden alle 2 Wochen auf frisches, testes 2M6-Medium Qberimpft. 

Beispiel 19: Selektion transformierten Kailus von Zea mays 
Beispiel 18 wird wiederholt mit der Modifikation, dass 100 mg/Uer oder 200 mg/Uter Hygromycin B zum 
5 2N6-Medium hinzugefugt wird, urn transformiertes Material selektionieren zu konnen. 

Beispiel 20: Regenerierung von Mais-Pflanzen 

A. Kallus wird auf 2N6-Erhaltungsmedium und auf 0IM6 (N6-Medlum ohne 2,4-D}- sowie N61 (0,25 
10 mg/Uter 2,4-D und 10 mgAJter Kinetin) -Medium gegeben, um die Regenerierung zu initiieren. Kallus, der 

auf 0M6- und N61-Medien wachst, wird im Licht kultiviert (16 Stunden/Tag, 800 bis 8000 Ix, weisse 
fluoreszierende Lampen). Auf N61 gewachsener Kallus wird nach 2 Wochen auf 0N6-Medium transferiert. 
well eine linger dauemde Kultivierung auf N61 -Medium schadlich fur den Kallus 1st. Der Kallus wird alle 2 
Wochen (iberimpft, selbst wenn er wieder auf dieselbe Medium-formulierung ubertragen werden soli. 

75 Pflanzchen erscheinen in etwa 4 bis 8 Wochen. Wenn die Pflanzchen eine Hohe von wenlgstens 2 cm 

erreicht haben. werden sie auf ONS-Medium in GA7-Container transferiert. Wurzein bilden sich in 2 bis 4 
Wochen. Wenn die Wurzein aussehen, als wenn sie gut Wachstum unterstiitzen konnten, werden die 
Pflanzchen in Erde in Torftopfe ubertragen und 4 bis 7 Tage beschattet. Es ist oft hiifreich, den 
ausgepfianzten Pflanzchen zur Abhartung 2 bis 3 Tage einen durchsichtigen Piastiktopf QberzustQIpen. 

20 Wenn die Pflanzen voll entwickelt sind. werden sie wie normals Mais-Pflanzen behandelt und im 
Gewachshaus bis zur Reife kultiviert. Um Nachkommen zu erhalten. werden die Pflanzen selbstbestaubt 
Oder mit Wildtypen gekreuzt. 

B. Das Verfahren von A wtrd wiederholt mit der Modifikation, dass 100 mg/Liter oder 200 mg/Uter 
Hygromycin B zum Erhaltungsmedium fur den Kallus hinzugefugt wird. 

25 

Beispiel 21 : Herstellung embryogener Suspensionen aus Gewebe von Dactyfis glomerata L (Knauelgras) 

A. Embryogener Kallus wird aus basalen Abschnitten der jungsten Blatter von im Gewachshaus 
gezogenen a glomerata L initiiert, wie von Manning und Conger (1982) beschrieben. Die Blatter werden 

30 durch etwa zehnminutiges Untertauchen in eine 1 :10 verdunnte Cloro)c®-L6sung [eine LSsung von 5,25 o/o 

(w/v) Natriumhypochlorit; The Clorox Company, Oakland, CA 94623, USA] oberflachensterilisiert und 
anschliessend aseptisch In kleine Abschnitte von 1 bis 5 mm IJinge oder Durchmesser geschnltten. 
Diese Abschnitte werden auf steriles SH-30-Medium gelegt, das 0.8 o/o (w/v) Agarose als Gelierungsmit- 
tel enthait. Kallus und/oder embryogene Strukturen treten innerhalb von 2 bis 6 Wochen nach Auflegen 

35 wahrend Kultivierung bei etwa 25° C auf. Embryogener Kallus wird durch Ueberimpfen auf frisches 

SH-3-Medium im Abstand von 2 bis 4 Wochen und Kultivierung im Dunkein bei 25° C auf rechterhaiten. 

B. Embryogene Suspensionskulturen werden durch Einbringen von etwa 0,5 g embryogenen Kallus 
(Frischgewicht) in 50 ml Flussigmedium initiiert, das von Gray und Conger (1985) beschrieben ist und 45 
^lM Dicamba und 4 g/Uter Caseinhydrolysat enthait. Die Suspensionskulturen werden bei 27° C und einer 

40 Photoperiode von 16 Stunden Ucht (3300 be), 8 Stunden Dunkel auf einer Rundschuttelmaschine bei etwa 

130 Upm In 125 ml Delong-Gefassen, die mit einer Metallkappe und Parafilm® versiegelt sind, kultiviert. 
Nach etwa 4 Wochen lasst man die grossen Klumpen sIch etwa 30 Sekunden lang absetzen, und 10 ml 
Aliquots des uberstehenden Mediums, das kleine Zellhaufen enthait werden entfemt und in 50 ml 
frisches Medium ubertragen. Dieser Prozess wird alle 3 bis 4 Wochen wiederholt, indem die gelungensten 

45 Kulturen verwendet werden. die durch Ihre kleinere Haufengrosse und bessere Qualitat auf Grund des 

Vorhandenseins von kleinen, cytoplasmatischen Zellen bestimmt werden. Nach 5 bis 8 Uebertragungen 
sind die Suspensionen im wesentlichen frei von embryogenen Zellen und die Mehrheit der embryogenen 
Zellhaufen ist ziemlich klein (150 bis 2000 |xm). 

50 Beispiel 22: Isolierung und Reinigung von Dactylis glomerata L. Protoplasten 

Protoplasts n werden aus den embryogenen Suspensionskulturen des vorangegangenen Beispiels 
hergestellt. indem die Zellen aseptisch durch eine Nalgene® 0,2 jrni Filtereinheit gefittert und anschliessend 0,5 
g Zellen (Frischgewicht) zu je 12,5 ml Protoplasten-Enzymmischung In eine Petrischale gegeben werden. Die 
filtersterillsierte Enzymmlschung besteht aus 2 o^ (w/v) CelluIase.RS, 7 mM CaCIa • H20, 0.7 mM NaH2P04 • 

55 H2O, 3 mM MES (pH 5,6), Glucose (550 mOs/kg H2O von pH 5.6). Die MIschung wird auf einem krelsenden 
Schuttler bei etwa 50 Upm In Dammerllcht ( < 400 Ix) etwa 4 bis 5 Stunden lang bewegt. Alles zusammen wird 
anschliessend durch ein nichtrostendes Stahlsieb (100 jim Maschengrosse) gesiebt. in 12 ml Zentrifugenrohr- 
chen verteilt und bei etwa 60 bis 100 x g etwa 5 MInuten lang zentrifugiert. Das Protoplasten-enthaltende 
Sediment wird anschliessend dreimal mit Protoplastenkulturmedium KM-8p, das auf 550 mOs/kg H2O mit 

60 Glucose eingestellt ist, gewaschen. An dieser Stelle kann ein weiterer Schritt zur Reinigung der Protoplasten 
eingeschoben werden. In diesem Fall werden die gewaschenen Protoplasten auf 10 ml KM-8p Kultur medium, 
das auf 700 mOs/kg H2O mit Saccharose eingestellt 1st, geschichtet. Nach der etwa zehnminutigen 
Zentrifugation bei 60 bis 100 x g werden die Protoplasten. die eine Bande an der Grenzfiache bllden, mit Hilfe 
einer feinen Pipette gesammett. Schliesslich werden die Protoplasten in 1 bis 2 ml KM-8p-Kultunnedium 

65 resuspendiert und durch ein nichtrostendes Maschensieb gesiebt (20 pm Maschenweite). Die frelgesetzten 
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Protoplasten werden gesammelt. gewaschen und zur Kultur in KM-8p-Medium resuspendiert Oder \n 
osmotlsch eingestellten Medium, das fur die Transformation geeignet ist. 

Beispiel 23: Dactyfis glomerata L Protoplastenkultur und Kalluswachstum 

5 

A. Die gereinigten Protoplasten werden in einer DIchte von etwa 5 x 10^ Protoplasten/ml in 
KM-8p-Kulturmedium ausplattiert, das 1.3<Md (w/v) SeaPIaque® Agarose (FMC Corp.. Marine Colloids 
Division. Rockland, Maine, USA) und 30 bis 40 % (v/v) konditioniertes Medium (erhalten von 3 bis 4 
Wochen alten D. giomerata L embryogenen Suspensionskulturen, indem das Medium durch ein steriles 
Nalgene* 0^ jim Filter gefiltert. das Medium durch Hinzufugen von Glucose auf 550 mOs/kg H2O 10 
eingestellt und nochmal steritfiltriert wird) enthalt. Die Ratten werden anschllessend im Dunklen bei einer 
konstanten Temperatur von 28^*0 aufgestellt. Nach 10 bis 14 Tagen wird die Agarose in Kelle geschnitten 

und in eine "bead" Kultur, wie sie von Shillito et al. (1983) beschireben wird. gegeben, Indem 20 ml SH-45 
Suspensionskulturmedium mit 30/o (w/v) Saccharose pro 3 m! ursprOnglicher in Agarose eingebetteter 
Kultur venvendet wIrd. Die Flatten werden auf eine Schuttelvorrichtung gestellt und mit etwa 50 Upm im IS 
Licht von 670 Ix geschuttelt. Neue Suspensionskulturen bilden sich. wahrend die Kolonlen aus der 
Agarose herauswachsen und Zellen In das ROssIgmedium freilassen. Die resultierenden. in der 
Suspension kultivlerten Zellen werden auf durch Agar verfestigtes SH-30-Medlum ausplattiert und im 
Dunklen aufgestellt bis sich Kallus bildet. 

B. Protoplasten werden wie In A beschrieben kultiviert bis darauf. dass das Kultumiedium kein 20 
konditioniertes Medium enthalt 

Beispiel 24: Transformation von Dactyfis giomerata L Protoplasten mit Hilfe der Elektroporatton , 

A. Sofort nach der Reinigung der Protoplasten wird die Bektroporation gemiss Shillito et al. (1985) 25 
durchgefiihrt. indem ein linearisiertes Plasmid verwendet wird, wie es im Beispiel 16 beschrieben ist. Die 
Protoplasten werden nach dem letzten Waschen in einer Dichte von etwa 7x10® Protoplasten/ml im 
Elektroporatlonspuffer (0.4 M Mannit. 6 mM MgCl2) resuspendiert. Die Protoplasten werden in Aliquots 

von 0,7 mi in 10 ml Plastikzentrifugenrohrchen gegeben. Plasmid DNA In einer Endkonzentration von 10 
p.g/ml und beschallte Kalbsthymus DNA In einer Konzentratlon von 50 ^g/ml werden zu den Rohrchen 30 
gegeben. Anschliessend werden 0.38 ml PEG-Losung [24 0/0 (w/v) PEG 6000 In 0,4 M Mannit. 30 mM 
MgCl2. 0.1 c/o (w/v) MES (pH 5.6)] hinzugefugt und die L6sung lelcht gemischt. Die Protoplastensuspen- 
sion wird in die Kammer eines Dialog® Elektroporators uberf uhrl und 1 0 Pulse mit einer Anfangsspannung 
von 3250 Vcm"^ und einer exponentiellen Abfallkonstante von 10 jis werden in 30 s Abstanden gegeben. 
Die Probe wird aus der Kammer entfernt und in eine Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm 35 
gegeben. 10 ml KM-8p-Medium, das 1.2 0/0 (w/v) SeaPIaque® Agarose enthait. wird hinzugefugt, die 
Protoplasten glelchm&ssig Im gesamten Medium verteilt und die Agarose gelieren lassen. 

B. Beispiel 24 A wird wiederholt bis darauf. dass die benutzte Anfangsspannung 2500 Vcm-^ 3000 
Vcm-1 , 3500 Vcm-i , 4000 Vcm-1 Oder 6000 Vcm"^ Ist. 

C. Beispiels 24 A und B werden wiederholt, bis darauf. dass ein PEG mit MW 4000 Oder ein PEG mit MW 40 
8000 verwendet wird. 

D. Die Belspiele 24 A bis C werden wiederholt. bis darauf. dass die Endkonzentration von PEG 
zwischen 10 ^Vb und 30 Q/o (w/v) ist. 

Beispiel 25: Transformation von Dactyfis giomerata L Protoplasten durch Behandlung mit Polyethylenglykol 45 
(PEG) 

A. Der von PEG vermittelte direkte Gentransfer wird gemass Negrutiu et al. (1987) durchgefuhrt Nach 
dem letzten Waschen werden die Protoplasten in 0,5 M Mannit mit 15 mM MgCl2 in einer Dichte von 
etwa 2 X 10^ pro ml resuspendiert. Die Protoplastensuspension wird in 1 ml Aliquots in 10 ml 50 
Plastikzentrifugenrohrchen verteBt. Die DNA wird wie in Beispiel 24 oben beschrieben hinzugefOgt und 
anschliessend werden 0,5 ml der PEG-Losung hinzugegeben [40 <Vb (w/v) PEG 4000 in 0,4 M Mannit. 0.1 

M Ca(N03)2. pH 7,0]. Die Lfisungen werden leicht vermischt und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur 
(etwa 24° C) unter gelegentlichem Schuttein inkubiert. Anschliessend werden 1,4 ml der Waschlosung 
hinzugefugt und der Inhalt des Rohrchens leicht gemischt. Die Waschlosung besteht aus 87 mM Mannit, 55 
115 mM Caa2. 27 mM MgCla. 39 mM Ka. 7 mM Tris/HCI und 1,7 g/Uter myo-lnosit, pH 9,0. Vier weitere 
1 ,4 ml Aliquots Waschlosung werden In 4 Minuten Abstanden hinzugefiigt. mit einer Durchmischung nach 
jeder Zugabe. Das Rohrchen wird anschliessend mrt 60 x g etwa 10 Minuten lang zentrifugiert und der 
Ueberstand verworfen. Die sedimentierten Protoplasten werden in 1 m! KM-8p-Kulturmedium 
aufgenommen und in eine 10 cm Petrischale gegeben. 10 ml KM-8p-Medium. dass 1.2 0/0 (w/v) &> 
Sea-Plaque® Agarose enthalt. wird hinzugefugt. Die Protoplasten werden gleichmassig im Medium 
verteilt und die Agarose gelieren lassen. 

B. Das Verfahren von A wird mit einer oder mehreren der folgenden Modifikationen wiederholt: 

( 1 ) Der pH der Waschlosung wird auf 5,6 oder 7.0 eingestellt. 

(2) Das venvendete PEG hat ein Molekulargewicht von 2000, 6000 oder 8000. 65 
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(3) Das Waschmedium besteht aus 154 mM NaC!, 125 mM CaCl2. 5 mM KCI. 5 mM Glucose, mft 
KOH auf pH 6.0 eingestellt, oder aus 0^ M CaClz. 0,1 o/o (w/v) MES, mit KOH auf pH 6,0 eingeslellt. 
Oder aus 0,2 M CaCb, 7 mM Tris/HCI, mit KOH auf pH 9.0 eingestellt. 

5 Beispiei 26: Transformation von Dactyf/s giomerata L. Protoplasten nach HItzeschockbehandlung 

Die Transformation wird wie in den Belspielen 24 Oder 25 beschrieben ausgefuhrt, bis darauf, dass die 
Protoplasten vor der Verteilung der Aliquots in die Rohrchen zur Transformation oder nach der Verteilung der 
Aliquots und vor der Zugabe von PEG 5 Minuten lang bei 45'*C inkubiert werden. 

10 Beispiei 27: Selektion transformierter Koionien 

A. Die Kulturplatten (Petrischalen), die die Protoplasten aus den Beispielen 24 bis 26 enthalten, werden 
10 Tage lang im Dunklen bei etwa 25°C inkubiert und anschliessend in 5 gleiche Schelben fur die "Bead" 
Kultur (Shillito et al.. 1983) geschnltten. 4 der Scheiben werden je in 20 ml SH-45 Kulturmedium mit 4 

15 g/Uter Caseinhydrolysal und 20 jig/mi Hygromycin B gelegt. Die fGnfte Sciielbe wird in 20 ml des gleichen 

Mediums, jedoch ohne Hygromycin B, als nicht selektionierte Kontrolle gelegt. Nach 4 bis 5 Wochen 
werden die mutmasslich transformierten. von Protoplasten abgeleiteten Zellkolonien, die In Hygronnycin B 
wachsen. aus der Agarose herausgeschnitten und in eine 19 mm Petrischale mit 2 ml flussigem 
SH-45-Medium. das 20 jig/ml Hygromycin B enthSlt. gegeben. das mit etwa 50 iJpm auf einem kreisenden 
20 SchOttier geschuttelt wird. Nach weiteren 4 bis 5 Wochen werden alle Koionien, die zu neuen 

Suspensionen heranwachsen. In 1 25 ml Erienmeyerkolben uberfuhrt, und in einer ahnlichen Weise wie die 
elteriiche Suspensionskultur gezogen, bis darauf, dass 20 p,g/ml Hygromycin B im Medium enthaiten ist. 
Die neuen Suspensionen werden alle 1 bis 3 Wochen in neues Medium uberimpft, indem SH-45-Medium, 
das 4 g/Uter Caseinhydrolysat und 20 ng/ml Hygromycin B enthalt, venvendet wird. Zellen zua diesen 
25 Suspensionen werden auch auf f estem SH-30-Medium. das 20 \ig/m\ Hygromycin B enthait, ausplattiert und 
bei etwa 25° C im Dunkein inkubiert. Kalli. die ^s den ausplattierten Zellen wachsen. werden alle 2 Wochen In 
frisches Medium Qberimpft. Die Zellen, die in Gegenwart von Hygromycin B wachsen, sind mit grosser 
Wahrschelnlichkeit Transformanten. 

B. Die Selektion wird wie in Beispiei 27 (A) beschrieben durchgefuhrt, bis darauf, dass die von den 
30 Protoplasten abgeleiteten Zellkolonien, die in Hygromycin B enthaitendem Medium wachsen, auf 

SH-30-Medium-Agarplatten. die 20 jig/ml Hygromycin B enthalten. gelegt und bei etwa 25°C im Dunklen 
inkubiert werden. 

Beispiei 28: Regenerlerung von transformierten Dactytis giomerata L. Pflanzen 

35 

A. D. giomerata L, Kallus (erhalten wie In Beispiei 27 beschrieben) der von Protoplasten abgeleitet ist, 
wird auf festem SH-30-Medium gezogen und alle 2 Wochen uberimpft. Alle Emhryonen. die sich bilden, 
werden entfemt, auf einem Keimungsmedium ausplattiert (SH-0) und ins Licht gebracht (3700 bis 4600 
Ix). Die Keimung dieser Embryonen erfolgt in 1 bis 4 Wochen und die resuftierenden Pflanzchen werden 

40 auf SH-O-Medium rm Ucht gebracht. urn Wurzelsysteme zu bilden, Sie werden im 6- bis 12-Blatt-Stadium 

ins Gewachshaus gebracht und schrittwelse abgehSrtet. 

B. Kallus (erhalten wie in Beispiei 27 beschrieben), der von Protoplasten abgeleitet ist, wird auf 
SH-O-Medium. das mit 0.24 o/o (w/v) GelRite® verfestlgt ist, im Ucht (3700 bis 4600 Ix) gezogen und alle 
zwei Wochen uberimpft. Die resultierenden Pflanzchen werden auf eine 1 :1 Mischung von SH-O- und 

45 OMS-Medium gebracht, die mit einer Kombination von 0,12 (w/v) GelRite® und 0.4 o/o (w/v) Agar 

verfestigt ist, und beleuchtet. um Wurzelsysteme zu biWen. Sie werden im 6- bis 12-Blatt-Stadium ins 
Gewachshaus gebracht und schrittwelse abgehartet. 

C. Kieine Pflanzchen werden ertialten wie in A und B beschrieben. auf OMS-Medium gebracht. das mit 
0,8 <Vb (w/v) Agar verfestigt ist. und beleuchtet. damit srch Wurzelsysteme entwickein konnen. Sie werden 

50 im 6-bis 12-Blatt-Stadium ins Gewachshaus gebracht und schrittweise abgehartet. 

D. Klelne Pfianzen werden wie in A beschrieben erhalten, auf eine 1 :1 Mischung von SH-O und 
OMS-Medium, verfestigt mit einer Kombination von 0,12 o/o (w/v) GelRite® und 0,4 o/o (w/v) Agar, gelegt 
und beleuchtet, um Wurzelsysteme zu bilden. Sie werden im 6- bis 12-Blattstadium ins Gewachshaus 
gebracht und schrittweise abgehartet. 

55 

Beispiei 29: Transformation und Regenerierung von Tomaten 

Tomaten werden mit manipulierten A ft/mefac/ens transfonmiert (Nelson et al.. 1988), das einen in Pflanzen 
selektierbaren Marker (z.B. Kanamycln-Resistenz) und das chimare Gen enthatt, das den interessierenden 
Protease-inhibitor kodiert. Die Blattscheibentransformation von Tomaten mit A. tumefac/ens erfolgt gemass 
60 McCormick et al. (1986). 

Beispiei 30: Transformation und Regenerierung von Kartoffein 

Kartoffeln werden mit manupulierten A. tumefaciens transfomilert (Stockhaus et al., 1987), das eInen in 
Pflanzen selektierbaren Marker (z.B. Kanamycin-Resistenz) und das chimare Gen, das den interessierenden 
65 Protease-inhibitor kodiert, enthalt 
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IV. Ergebnlsse 

Beispiel 31: Bioassay transformierter Baumwotle 

Eier von Helbthls vfrescens werden vom 'Tobacco Insect Control Laboratory at North Carolina State 5 
University, Raleigh, North Carolina" bezogen. Die Eler befinden sich auf einer Mullenterlage, die in grosse 
abgedeckte Becherglaser QberfQhrt wird. Das Becherglas ist mit feuchtem Ftlterpapler ausgeWeldet, urn eine 
glelchbleibende Feuchtigkeit zu garantieren. Die Inkubatlon der Heliothis^ier erfolgt bei einer Temperatur von 
29° C. Unter diesen Bedingungen schlOpfen die Larven Innerhalb von drei Tagen. Nach dem Schiupfen werden 
die Larven sobald wie moglich in Weine abgedeckte Plastikbehalter Oberfuhrt (1 Larve/Behalter). die jeweils io 
eine Baumwollblattscheibe enthalten. Die Uebertragung der Larven erfolgt mit Hilfe eines feinborstigen 
Pioseis. 

Die Blattscheiben. die einen Durchmesser von einem Zentlmeter aufweisen, werden zuvor aus den Blattem 
von Baumwollpflanzen ausgestanzt und in dem Plastikbehalter auf ein rundes angefeuchtetes Filterpapier 
aufgebracht. Von jeder Pflanze werden mindestens 6 bis 10 Blattscheiben, die sowohl von Jungen als auch von 15 
alten Biattem stammen, getestet. Die Blattscheiben werden In 2 Tagesintervallen oder aber in Abhanglgkeit 
von der Nahrungsaufnahme nach Bedarf ersetzt. Die Wachstumsraten (die Grosse Oder das Gesamtgewicht 
aller innerhalb einer Versuchsgruppe beflndlichen Larven) sowie die Sterblichkeitsrate der Larven, die sich von 
Biattem transformierter Pflanzen emahren, werden mit denjenigen der Kontrolltiere, die sich von 
nichttransfomiierten BaumwoUblattem ernShren, vergllchen. 20 

Larven, die sich von Blattscheiben emahren, die von Baumwollpflanzen stammen, die mit dem 
Protease-lnhibitor-Qen transforniierl sind, zeigen eine stark vermlnderte Wachstumsrate sowIe eine urn 
1000^ erhohte Sterbilchkeit im Vergleich mit den Kontrollen. 

Beispiel 32: Mais, der durch die Expression von HOhnereiweiss-Cystatin resistent gegen Schaden durch 25 
Dfabrot'ica ist 

A. Konstruktion des pCIB716/710-Cystatin-Vektors. 

Das Cystatin-Gen wird wie in Beispiel 3 C beschrieben synthetisiert. Die 363 Bp DNA-Sequenz wird 
gerelnigt und in die BamHI-Schnittstelle des pCIBZIO-Vektors vwe in Beispiel 5 beschrieben eingefugt. Der 30 
resultierende Vektor wird als pCIB710-Cystatin bezeichnet. DIeser Vektor wird mit EcoRI geschnitten und die 
resuttierende DNA mit alkallscher Phosphatase behandelt. Plasmid pClB715 (Rothstein et al„ 1987) wird mit 
EcoRI geschnitten und mit pCIB710-Cystatin von oben verknOpft. Der resultierende Vektor wird 
pCIB715/710-Cystatin genannt. 

35 

B. Transformation und Regeneriemng von Mais. 

Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor oder vorzugsweise dem pCIB715/710 Vektor, der den Cystatin 
Geneinscub tragt, transformiert und Pflanzen werden wie in den Beispielen 16 bis 20 beschrieben regeneriert. 
Zur Kontrolle werden Pflanzen, die nur mit dem pCIB710 Vektor oder dem pClB715 Vektor ohne Geneinschub 
transformiert sind, auf dieselbe Weise hergestellt. Transformiertes Pflanzengewebe wird durch Empfindlich- 40 
keit gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum selektioniert. Die Ausgangspflanzen werden selbstbe- 
fruchtet und man erhalt Samen (T1 Samen). 

C. Test von Pflanzen auf Cystatin-Expression. 

Pflanzen. die aus den T1 Samen gewachsen sind, werden auf das Vorhandensein und die Expression des 45 
Cystatin-Gens hin untersuchl, indem verschiedene Tests angewendet werden. 

(1) DNA wrd isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5% 
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose Obertragen 
und mit dem Cystatin-Gen, das mit 32p durch nIck-Translatlon marWert ist, hybridisiert [siehe Maniatis et 

at, (1982) wegen der TechnikenJ. Die Anwesenheit des Cystatin-Gens wird durch eine Bande ausfindig 50 
gemacht, die etwa 363 Basenpaaren entspricht und mit der Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren (Maniatis et al.. 1982) als eine Bande ausfindig 
gemacht, die etwa 380 Basen entspricht, und mit dem 32p-Oystatln-Gen hybridisiert. das oben 
beschrieben ist. 

(3) Cystatin-Protein wird mit Immunologlschen Standardtechniken mit einem monoklonalen Kanlnchen 55 
Antikorper ausfindig gemacht, der gegen kommerziell (Sigma) erhaltliches Cystatin produziert wurde. 

(4) Cystatin-Aktivitat wird dadurch ausfindig gemacht. dass Material aus den Pflanzenextrakten mit 
immunologischen Methoden gerelnigt wird. Indem der polyklonale Anti-Cystatin-Antikorper aus 
Kaninchen und Protein A Sepharose verwendet und das isolierte Materia! auf die Fahlgkeit getestet wird, 

die Proteolyse von '•^C-BSA durch Papain und durch Darmhomogenate von Diabrotfca wie in Beispiel 1 60 
beschrieben zu hemmen. 

D. Reslstenze von transformierten Maispflanzen gegen Schaden durch Diabrotica. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in grobem Vermikulit in 100 mm Petrischaien (5 pro Schale, 5 
Soften) gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen. wird jede Schale mit 20 65 
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D/abrof/ca-Larven im zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl. das Gewicht der 
Ueberlebenden und das Gewicht der gewaschenen Wurzein der Maispflanze bestimmt. Die Resistenz der 
transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p <0,05) Emiedrigung der 
Gewichtszunahme der Larven. Emiedrigung der Ueberlebensrate der Larven oder in der Ernledrigung im 
5 Verlust des Wurzeigewichts, verglichen mrt Insekten-freien Pflanzen bestimmt, indem Pflanzen. die das 
Cystatin-Gen exprimieren. mrt Kontrollpflanzen die nur mit dam Vektor ohne Qeneinschub transfonmlert sind. 
Oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 33: Kartoffeln und Tomaten. die durch die Expression von Cystatin reslstent gegen S chaden durch 
10 Leptinotarsa decemiineata (Kartoffeikafer) sind 

A. Konstruktion des pCIBIO-Cystatin Vektors. ^.p.,.^ ^ - ^ 
Das Cystatin-Gen wird synthetisiert und wie in Beispiel 32A beschrieben mit dem Vektor pClB710 verknupft. 

Das Cystatin-Gen und der 35S CaMV-Promotor werden weiterhin aus dem pCIB710 Vektor heraus, in den 
15 pClBIO Vektor hlneinkioniert. Dazu wird pCIB710 mit Xbal und EcoRI geschnitten. das 1593 Bp Fragment 
isoliert und dieses Fragment mit Xbal und EcoRI geschmttenem pCIBIO verlcnupft, urn den pCIBIO-Cystatm 
Vektor zu erhaiten. 

B. Transfomnation und Regenerierung von Pflanzen. ..... 

20 Der pClBIO-Cystatin Vektor oder vorzugsweise der pGIB715/710-Cystatin Vektor wird m A tumefactens, 
das ein Virulenzplasmid wie LBA 4404 (Beispiel 5) oder pCIB542 trSgt. eingefuhrt. pGiB542 1st ein 
manipuliertes A ft/znefec/ens vir-Plasmid, das von pTiBo542 (Hood et a!.. 1986) abgeleitet ist. Bel pCIB542 1st 
das bakterielle Kanamycin-Resistenzgen ersetzt durch ein bakterielles Streptomycln/Spectinomycin-Resi- 
stenzgen. Der Stamm, der sowohl pCIB710-Oystatln oder pCIB715/710 Cystatin als auch pCIB542 tragt, wird 

25 ven,vendet. urn transformierte Tomatenpflanzen gemass dem Verfahren von Fischhoff et al. (1987) oder wie in 
Beispiel 29 zu machen. ^ ^ u 

Kartoffelpflanzen. die pCIBIO-Cystatin oder pCIB715/710 Cystatin enthalten, werden nach dem Verfahren 
von Stockhaus et ai. (1987), Beispiel 30. ertialten. 

50 C. Test von Pflanzen auf Cystatin-Expression. . ^ ^ u 

Tests der Transformanten auf Cystatin-Expression werden wie oben fur Mais beschneben durchgefOhrt. 

D. Resistenz von transformierten Rlanzen gegen Schaden durch L decemiineata, 
10 vier Wochen alte Pflanzen werden ]e mit 5 Larven von L decemiineata im 2. HSutungsstadium inflziert. 

35 Man lasst die Urven 4 Tage lang fressen und bestimmt dann die Insekten-Mortalitat. die Gewichtszunahme 
der insektion und das Ausmass des den Pflanzen zugefugten Schadens. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's t Test p < 0,05) Abnahme in der Gewichtszunahme 
sowie Ueberlebensrate der Urven oder einer Abnahme des Pf lanzenschadens ermlttelt, Indem Pflanzen. die 
das Cystatin-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen. die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert 

40 sind, Oder mit nichttransformierten Pflanzen, verglichen werden. 

Beispiel 34: Knauelgras (Dactyfis glomerata), das durch die Expression von Cyst atin resistent gegen Schaden 
durch Coleoptera (Kafer) ist 

45 A. Konstruktion des Vektors. , u u • k 

paB710 Cystatin und pCIB715/710 Cystatin werden hergestellt wie in Beispiel 32A beschneben. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. r^.o^^n 
Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 und 28 beschrieben erhalten, tndem pCIB7l0 

50 Cystatin und pCIB715/710 Cystatin verwendet werden. 

C. Test der Pflanzen auf Cystatin-Expression. 

Tests der Transformanten auf Cystatin-Expression werden wde in Beispiel 32C beschneben durchgefunrt. 

55 D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Diabrotica undecimpunctata. 

Aus T1 Samen ertiattene Keimltnge werden In feine Erde in 100 mm Petrischalen (10/Schale. 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird Jede Schale mrt 20 Diabrotica-l^ivejn m 
zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl und das Gewicht der Ueberiebenden 
bestimmt zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Wurzein der Pflanze. Die Resistenz der 

60 transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's t Test p < 0,05) Emiedngung der 
Gewichtszunahme der Urven, Emiedrigung der Uebertebensrate der Ijjven oder Emiedrigung im Verlust des 
Wurzeigewichts. verglichen mit Insekten-freien Pflanzen. ermittelt. indem Pflanzen, die das Cystatin-Gen 
exprimieren. mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind. oder mit 
nicht-transformierlen Pflanzen verglichen werden. 

65 
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Beispiel 35: Baumwolle, die durch Expression von Cystatin resistent gegen Schaden durch Anthonomus 
grandis (Amerikanischer Baumwollkapselkafer) ist 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB71 5/710 Cystatin und pCIBIO Cystatin warden wie in den Beispielen 32A und 33A beschrieben 5 
hergestellt. 

B. Transfomnation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transfonmierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 wie beschrieben erhalten, indem pCIB 
715/710 Cystatin oder pCIBiO Cystatin in Agrobacterium verwendet werden. 10 

0. Test der Pflanzen auf Cystatln-Expresslon. 
Tests der Transformanten auf Cystatin-Expression werden wie in Beispiel 32C beschrieben durchgefuhrt. 

D. Reslstenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch A. grandis, is 

10 transformierte Pflanzen werden gezogen, bis sich Kapsein zu bilden beginnen. Jede Pflanze wird mit 3 
envachsenen weiblichen A grandis infiziert. Der den Pflanzen zugefugte Schaden wird nach einer Woche 
bewertet und Qberiebende Ervrachsen© werden entfemt. Der Schaden durch Larven, die Zah! der Larven und 
das Gewicht pro Pflanze werden in wochentlichen AbstSrKlen 4 Wochen lang gemessen. Die Reslstenz der 
transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Studenf s t Test p<0,C») Erniedrigung der 20 
Gewlchtszunahme der Larven, Erniedrigung der Ueberlebensrate der Larven oder Erniedrigung im Verlust des 
Wurzelgewlchts vergllchen mIt Insekten-freien Pflanzen bestimmt, indem Pflan zen, die das Cystatin-Gen 
exprimieren, mit Kontrollpflanzen. die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, pder mit 
nicht-transformterten Pflanzen vergllchen werden. 

25 

Beispiel 36: Mais, der durch Expression des Sojabohnen KunitzTrypsin-lnhibitors resistent gegen Schaden 
durch Lepldoptera (Schmetterlinge) Larven ist 

A. Konstruktion des pCIB715/710-KTI Vektors. 

Die Trypsin-lnhibitor cDNA aus Sojabohnen wird durch das Verfahren von Hoffman et al. (1984) erhalten. 30 
Das 652 Bp Fragment wird verSndert, so dass die Sequenz am Methionin Startcodon (44 im ursprunglichen 
Fragment) beginnt. An das 3'-Ende werden Codons fur die fehlenden drei Aminosauren plus einem Stopcodon 
angefugt. BamHI Linker werden an beide Enden angefOgt. DIese Konstruktion wird erreicht, indem zuerst das 
652 Bp Fragment mit Eco57l und BstXi geschnitten sowie das resultierende 517 Bp Fragment nach einer 
Agarose Gelelektrophorese isollert wird. Die Oligonukleotide, die in Fig. 11 abgebildet sind. werden 35 
synthetisiert. Phosphate werden an die 5'-End6n des 517 Bp Fragmentes und die OligonukleotkJe 3M und 5C 
gehangt und alie Fragmente werden wie oben beschrieben verknupft. Das resultierende Fragment wird isoliert 
und mit der BamHI-Schnittstelle des pCIB710 Vektors wie oben beschrieben verknOpft. Der resultierende 
Vektor wird als pCIB710-KTI bezeichnet 

40 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. 

Maisgewebe wird mIt dem pCIB710 Vektor oder bevorzugt mit dem paB715/710 Vektor. der den Soja 
Kunitz Trypsin Inhibitor-Geneinschub enthalt, transfomiiert und Pflanzen werden wie in Beispielen 16 bis 20 
beschrieben regeneriert. Zur Kontrolle werden Pflanzen auf dieselbe Weise hergesteilt, jedoch mit dem 
pCIB710 Vektor oder dem pCIB715 Vektor ohne Geneinschub. Transformiertes Pflanzengewebe wird auf 45 
Grund der Empfindlichkeit gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum selektioniert. Die Anfangspflanzen 
werden selbstbestaubt und Samen (T1 Samen) wird erhalten. 

C. Test von Pflanzen auf die Expressfon des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen. 

Pflanzen, die aus T1 Samen gezogen wurden, werden auf das Vorfiandensein und die Expression des Kunitz 50 
Trypsin-lnhibitor-Gens aus Sojabohnen getestet, indem die folgenden Testverfahren angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5tVo 
Agarosegel elektrophoretlsch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 
und mit dem Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen hybridlstert. das durch nick-Translation mit ^^p 
maridert ist [siehe Maniatis et al. (1982) wegen der Techniken]. Das Vorhandensein des Kunitz 55 
Trypsin-lnhibitor-Gens wird durch eine Bande ausfindig macht. die etwa 630 Bp entspricht und mit der 
Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren als eine Bande ausfinding gemacht, die etwa 650 
Basen entspricht und mit dem 32p-Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen hybridisiert, das oben 
beschrieben Ist. ^ 

(3) Kunitz Trypsln-lnhibitor-Protein aus Sojabohnen wird mit Hilfe immundogischer Standardtests mit 
einem polyWonalen Antikdrper aus Kaninchen nachgewiesen, der gegen kommerzieli (Sigma) erhaltilchen 
Kunitz Trypsin-lnhibitor nach Reinigung durch Reverse Phase-HPLC Qber eine Vycfeic Phenylsaule 
produziert wurde. 

(4) Die Aktivitat des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird bestimmt, indem mit immunolo- 65 
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gischen Verfahren Material aus Pflanzenextrakten mit Hllfe des polyklonalen Anti-Sojabohnen-Kunltz 
Trypsin-inhibitor-Antikorpers aus Kanlnchen und Protein A Sepharose gereinlgt und anschliessend das 
isolierte Material auf die FShigkeit getestel wird. die Proteotyse von ^^C-BSA durch Trypsin zu hemmen, 
indem der in Beispiel 1 beschriebene Test benutzt wird. 

5 

D Resistenz transformlerter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepldopteren-Larven. 

T1 Samen werden gekelnrt und Blattstacke. die von Keimlingen im 4-Blattstadium gewonnen werden. an 
frischgeschlupfle Larven von Ostrinia nubifaJis Oder Heththis zea verf Qttert. FrischgesclilQptte l-arven werden 
In einzelne Futterungstopfe mit einem 1 cm^ Blattstuck gesetzt. 50 Insektion werden pro Gnjppe getestet. 

10 Nach 5 Tagen werden das Insektengewteht, das InsektenOberleben und die Menge getressener Blotter 
bestimmt Die Resistenz der transformlerten Pflanzen wird durch einen statistisch slgnifikanten (Student's t 
Test p<0,05) Abfell im Insektenuberleben. im Insektengewicht oder in der Menge der gefressenen Blatter 
bestimmt. indem Blatter von Pflanzen. die das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen exprlmieren. mit 
denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert wurden, oder mrt denen von 

IS nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Belsplel 37: Baumwolle. die durch Expression des Kunitz Trypsln-lnhibrtors aus Sojabohnen resistent gegen 
Schaden durch Lepidopterenlarven ist 

20 A. Konstruktion des pCIBIO-KTI Vektors. 

Das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen wird zusammen mit dem 35S CaMV Promoter aus 
pCIB710-Kn (Beispiel 36A) entfemt, indem geelgnete Restriktonsenzyme venwendet werden, und mit pCIBIO 
verknupft. Dieser Vektor wird ais pCIB10-KTI bezeichnet. 

25 B. Transformatfon und Regenerierung von Pflanzen. ^ .v-, j 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 1 0 beschrieben erhalten. indem pGIBIO-KTI oder 
pCIB715/710 KTI (Beispiel 36A) in Agrotacterium verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

30 Tests von Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen werden wIe In 
Beispiel 360 beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformlerten Pflanzen gegen Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformlerten Pflanzen werden an frischgeschlupfle Heliothis 
35 virescens, M zea oder Pectinophora gossyp/elfa verfuttert. FrischgeschlQpfte Urven werden in einzelne 
Futterungsbecher mit einem 1 cm2 Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen 
werden das Insektengewicht das Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Resistenz der transfomilerten Pflanzen wird durch einen statistisch slgnifikanten (Student's t Test p<0.05) 
Abfall Im Lan/engewicht Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die 
40 Blatter von Pflanzen, In denen das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimlert wird. mit denen von 
Kontrollpflanzen. die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit denen von 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 38: Tomaten, die durch die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen resistent gegen 
45 Schaden durch Lepidopteren-Larven sind 

A. Konstruktion des Vektors. 
pClB715/710-KTI und pQBIO-KTI werden wie in den Beispielen 36A und 37A beschrieben hergestellt. 

50 B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 33B beschrieben hergestellt, indem der pCIB10-KTI Vektor 
Oder der pCIB715/710-KTI Vektor venvendet wird. 

0. Test von Pflanzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. ^ 
55 Der Test der Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird wie in 
Beispiel 360 beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformlerten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 
Blattscheiben von 4 Wochen alten transf ormierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothls zea oder 

60 Manduca sexta verfuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen wird das Insektengewicht. das 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformlerten 
Pflanzen wird durch einen statistisch slgnifikanten (Studenfs t Test p<0,05} Abfall im Larvengewlcht. 
Larvenuberteben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, in denen 

65 das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
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Qeneinschub transformlert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pfianzen verglichen werden. 

Beispiel 39: Tabak. der durch die Expression des Kunttz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen resistent gegen 
Schaden durch Lepidopteren-Larven ist 

A. Konstruktion des Vektors. 

Der pCIB10-KTI Vektor wird wie in Beispiel 37A beschrieben hergesteltt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pfianzen. 

Transformierte Pfianzen werden wie in Beispiel 6 beschrieben hergesteltt, indem der pCIBIO-KT! Vektor 
Oder der pCIB715/710-KTI Vektor (Beispiel 36A) in Agrobacterfum verwendet wird. 

C. Test von Pfianzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

Der Test der Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsln-inhibltors aus Sojatxjhnen wird wie in 
Beispiel 36C beschrieben durchgefChrt. 

(D) Resistenz von transformierten Pfianzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transfbrmierten Pfianzen werden an frischgeschlupfte HeUothlszea oder 
Manduca sexta verfuttert, FrischgeschiQpfte Larven werden in einzelne Futterungsl>echer mit einem 1 cm^ 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht. das 
Insektenuberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pfianzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student*s t Test p < 0.05) Abfall im Larvengewicht, 
LarvenQberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt. indem die Blatter von Pfianzen. in denen 
das Kunitz Trypsin-lnhibitor-Gen exprimlert wird, mit denen von Kontrollpfianzen, die mit dem Vektor ohne 
Qeneinschub transfomiiert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pfianzen verglichen werden. 

Beispiel 40: RnSuelgras (Dactytis ghmerata), das durch die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus 
Sojabohnen resistent gegen Schaden durch Lepidopteren Larven ist 

A. Konstruktton des Vektors. 

pCiB710-Kri und pCIB715/710-KTI werden wie in Beispiel 36A beschrieben hergestent. 

B. Transformation und Regenerierung von Pfianzen. 

Transformierte Pfianzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhalten, Indem pCIB710-Kn 
und pCIB715/710-KTI venwendet werden. 

C. Test von Pfianzen auf die Expression des Trypsin-lnhibitors. 

Der Test von Transformanten auf die Expression des Kunitz Trypsin-lnhibitors aus Sojabohnen wird wie in 
Beispiel 36C beschrieben durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transfomriierten Pfianzen gegen Schaden durch Lepldopteren-I^rven. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimilnge werden In feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale. 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen. wird jede Schale mit 20 Larven von Crambus 
caflginosellus im 2. Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Anzahl und das Gewicht der 
Ueberlebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzein bestimmt. Die Resistenz 
transformierter Pfianzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student*s t Test p < 0.05) Abfall in der 
larvalen Gewlchtszunahme, Abfall in der larvalen Ueberlebensrate oder In eInem Abfall Im Veriust von 
Wurzelgewicht bestimmt, relativ zu Insekten-freien Pfianzen, indem die Pfianzen, die das Kunitz 
Trypsin-lnhibitor-Gen aus Sojabohnen exprimieren. mit Kontrollpfianzen. die mit dem Vektor ohne 
Qeneinschub transformlert sind, oder mit nichttransfonmierten Pfianzen verglichen werden. 

Beispiel 41: Mala, der durch die Expression von ai -Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 
Lepidoptereniarven ist 

(A) Konstruktion des pCiB715/710-AATI Vektors. 

Die DNA-Sequenzen. die ai -Antitrypsin kodieren, werden gemass dem Verfahren von Rosenberg et al. 
(1984) erhalten. Fur die Insertion In die BamHI-Schnittstelle im pCIB710 Vektor wird das DMA-Fragment mit 
geeigneten Enzymen geschnitten und die Oligonukleotide, die notig sind. um kompatible Enden zu schaffen, 
werden mit pCIB710, das mit BamHI geschnitten wurde, verknupft. indem das oben beschriebene Verfahren 
angewendet wird. Der resultierende Vektor wird pCIB710-AATI genannt. Dieser Vektor wird mit EcoRI 
geschnitten und die resultierende DMA wird mit alkalischer Phosphatase behandelt. Plas mid pClB715 
(Rothstein et al., 1987) wird mil EcoRI geschnitten und mit dem oben beschriebenen paB710-AATI verknQpft. 
Der resultierende Vektor wird paB715/710-AATl benannt. 
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(B) Transfonmation und Regenerierung von Mais. 

Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor Oder bevorzugt mit dem pCIB715/710 Vektor, der den 
ai-Antitrypsin-Geneinschub enthalt. transformlert und Pflanzen werden wie in den Belsplelen 16 bis 20 
beschrieben regeneriert. Zur Kontrolle vyrerden Pflanzen auf dieselbe Weise hergestellt. Jedoch mit dem 
5 pCIB710 Vektor oder dem pCIB715 Vektor ohne Genelnschub. Transformlertes Pflanzengewebe wird auf 
Gmnd der Empfindlichkelt gegenuber dem entsprechenden Antibiotikum selektloniert. Die Anfangspfianzen 
werden selbstbestaubt und Samen {T1 Samen) wird erhalten. 

(C) Test von Pflanzen auf ai-Antitrypsln-Expresslon. 

10 Pflanzen, die aus T1 Samen gezogen worden sind. werden auf das Vorhandensein und die Expression des 
ai-Antltrypsin-Gens analysiert, indem die folgenden Testverfahren angewendet werden, 

(1) DMA wird isoliert und mit BamHI geschnltten; die Abbauprodukte werden auf einem i.S^/o 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 
und mit dem ai-Antitrypsln-Gen hybridlsiert. das durch nick-Translation m!t ^^p marklert 1st Das 

15 Vorhandensein des ai-Antltrypsin-Gens wird durch eine Bande» die etwa 1200 Bp entspriclit und mit der 

Probe fiybridisiert, ausflndig gemacht. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren als eine Bande ausfindig gemacht. die etwa 1200 
Basen entspricht und mit dem 32p-ai-Antitrypsin-Gen hybridisiert das oben beschrieben 1st 

(3) ai-Antitrypsin-Protein wird mit Hilfe Immunologischer Standardtests durch einen polyWonalen 
20 Antikorper aus Kaninchen nachgewlesen, der gegen kommerzteli (Sigma) erhaitiiches ai -Antitrypsin 

produziertwurde. 

(4) Die Aktivitat von ai -Antitrypsin wird bestimmt, indem mit immunologischen Verfahren Material aus 
Pflanzenextrakten mit Hitfe des polyWonalen Anti-ai-Antitrypsins aus Kaninchen und Protein A 
Sepharose gereinigt und das isolierte Material auf die Fahigkeit getestet wird, die Proteolyse von 

25 ''^C-BSA durch Trypsin zu hemmen, indem der oben beschriebene Test benutzt wird, 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

T1 Samen werden gekeimt und Blattstiicke, die von Keimlingen im 4-Blattstadium gewonnen werden, 
werden an frischgeschlupfte Larven von Ostrinfa nubilaUs oder Heliothis zea verfuttert. Frischgeschlupfte 

5£7 Larven werden in einzeine FQtterungstopfe mit eInem 1 cm^ BlattstOck gesetzt. 50 Insekten werden pro 
Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das Insektenuberieben und die Menge 
gefnessener Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformlerten Pflanzen wird durch eInen statistisch 
signifikanten (Student's t Test p <0.05) Abfali Im Insektenuberieben. Insektengewicht oder Menge der 
gefressenen Blatter bestimmt. indem Blatter von Pflanzen, die das ai-Antitrypsin-Gen exprimieren, mit denen 

35 von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transfonmiert wurden. oder mit denen von 
nichttransformlerten Pflanzen. verglichen werden. 

Beispiel 42: Baumwolle. die durch Expression von ai-Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 
Lepidopterenlarven ist 

40 

A. Konstruktion des pCIBIO-AATI Vektors. 

Das ai-Antitrypsin-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV Promoter aus paB710-AATI (Beispiel 41A) 
entfernt. indem geelgnete Restriktionsenzyme verwendet werden, und mit pCIBIO verknQpft. Dieser Vektor 
wird als.pCIBIO-AATI bezeichnet 

45 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wIe in den Belspieien 7 bis 10 beschrieben erhalten. Indem pCIBIO-AATI. 
Oder pCIB715/710-AATI (Beispiel 41A) in Agrobacterium verwendet wird. 

50 C. Test von Pflanzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 

Tests von Transformanten auf die Expression von a i -Antitrypsin werden wie in Beispiel 41 C beschrieben 
durchgefuiirt. 

D. Resistenz von transformlerten Pflanzen gegen Lepldopteren. 

55 Blattscheiben von 4 Wochen atten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothis 
virescens, H. zea oder Pectlnophora gossypieila verfOttert. FrischgeschlQpfte Larven werden In einzeine 
Futterungsbecher mit einem 1 cm^ Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet Nach 5 Tagen 
werden das Insektengewicht, das Insektenuberieben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0.05) 

60 Abfali im i_arvengewicht, Larvenuberieben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt. indem die 
Blatter von Pflanzen, in denen das ai-Antitrypsln-Gen exprimiert wird. mit denen von Kontrollpflanzen, die mit 
dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind. oder mit denen von nichttransformlerten Pflanzen 
verglichen werden. 

65 
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Beispiel 43: Tomaten. die durch die Expression von ai-Antitrypsm resistent gegen Schaden durch 
Lepidopteren-Larven sind 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-AATI und pCIBIO-AATI werden wis in den Beispielen 41A und 42A beschrieben hergestellt. 5 

B. Transformation und Regenerlerung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in Beispiel 33B beschrieben hergestellt. Indem der pCIBIO-AATI Vektor 
und der pCIB71 5/710- AATI Vektor verwendet werden. 

10 

C. Test von Pflanzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 

Der Test der Transfomianten auf die Expression von ai -Antitrypsin wird wie in Beispiel 41C beschrieben 
durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 15 
Biattscheiben von 4 Wochen aften transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heftothts zea Oder 

Manduca sexta verfOttert. Frischgeschlupfte Larven werden In einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm^ 
Biattstuck gesetzt. 50 Insekten werden werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das 
Insektengewicht, das InsektenOberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der 
transformierten Pflanzen wird durch einen statlstlsch slgnifikanten (Student's t Test p<0.05) Abfall im 2a 
Larvengewicht. Larvenuberieben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Indem die Blatter von 
Pflanzen, in denen das ai-Antitrypsin-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor 
ohne Qeneinschub transformiert sInd. oder mtt denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 44: Tabak, der durch die Expression von ai -Antitrypsin resistent gegen Schaden durch 55 
LepldopterervLarven ist 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-AATI und pCIB10-AATI warden wie In den Beispielen 41A und 42A beschrieben hergesteilt. 

30 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie In Beispiel 6 beschrieben hergestellt. indem der pCIBIO-AATI Vektor 
Oder der pCIB715/710-AATI-Vektor (Beispiel 41A) in Agrobacterium verwendet wird. 

C. Test von Pflanzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 35 
Der Test der Transfomnanten auf die Expression von ai -Antitrypsin wird wie in Beispiel 41 C beschrieben 

durchgefuhrt. 

Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Biattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an f rIschgeschlQpfte Heiiothis zea Oder 40 
Manduca sexta verfuttert. FrischgeschlQpfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm^ 
Biattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gmppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das 
InsektenOberleben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz transformierten Pflanzen 
wird durch einen statistlsch signrfikanten (Student's t Test p < 0,05) Abfall im Larvengewicht. 
Larvenuberleben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt. indem die Blatter von Pflanzen. in denen 45 
das ai-Antitrypsin-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontroiipflanzen. die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformiert sind. oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 45: Knaueigras [Dactyffs glomerata), das durch die Expression von at -Antitrypsin resistent gegen 
Schaden durch Lepidopteren-Larven ist. 50 

A. Konstmktion des Vektors. 

pCIB710-AATI und pCIB715/710-AATI werden wie in Beispiel 41A hergestefit. 

B. Transformation und Regeneration von Pflanzen. 55 
Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhalten, indem pCIB710-AATi 

und pCIB715/710-AATI verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf Expression von ai -Antitrypsin. 

Der Test von Transformanten auf die Expression von ai -Antitrypsin wird wie In Beispiel 41C beschrieben 60 
durchgefuhrt. 

D. Resistenz von transfonnierten Pnajnzen gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimiinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 Scheie, 5 Schalen) 
gepflanzt Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Lan^en von Crambus 65 
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cailglnoseUus im 2. Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Anzahl und das Qewicht der 
Ueberlebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzeln bestimmt Die Resistenz 
transformierter Pflanzen wird durch einen statistisch signtfilonten (Studenfs t Test p < 0.05) Abfall in der 
larvelen Gewichtszunahme, Abfai! in der larvaten Ueberiebensrate oder in einem Abfali Im Verlust von 
5 Wurzelgewiclit bestimnrrt, relatlv zu Insekten-frelen Pflanzen, indem die Pflanzen, die das ai-Antitrypsin-Gen 
exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind. oder mit 
nictittransfonnierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 46: Mais, der durch die Expression von Eglin resistent gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven Ist 

10 

A. Konstrnktion des paB715/710-Eglin-Vektors. 

Die DNA-Sequenzen. die Eglin C und Egiln C-Mutanten kodieren» werden wie in Beispiel 3 D beschrieben 
ertialten. Zur Insertion in die BamHl-Schnittstelle des pCIB710 Vektors wird das DNA-Fragment mit 
geeigneten Enzymen geschnitten und die synthetlschen Oligonukleotide, die notig sind, um kompatible Enden 

15 zu erzeugen, werden angeknupft, zusammen mit BamHI gesclinittenem pCiB710. indem die oben 
beschrlebene Methode verwendet wird. Der resultierende von der Eglin G (Arg45) Mutante abstammende 
Vektor wird als pCIB710-Eglln bezelclinet. Dieser Vektor wird mit EcoRt geschnitten und die resultierende 
DNA mit alkalischer Phosphatase behandelt Das Plasmid pCIB715 (Rothstein et al., 1987) wird mit EcoRI 
geschnitten und mit dem CIB710-Eglln von oben verknQpft. Der resultierende Vektor wird pCIB715/710-Eglin 

20 genannt. 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. 

I^aisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor oder bevorzugt mit dem pCIB716/710 Vektor. der den Egiln C 
(Arg46)-Geneinschub enthalt, transformiert und Pflanzen werden wie in den Beispielen 16 bis 20 beschrieben 
25 regeneriert. Zur Kontrolle werden Pflanzen auf dieselbe Weise hergesteitt, Jedoch mit dem pCIB710 Vektor 
Oder dem pCiB715 Vektor ohne Geneinschub. Transformiertes Pflanzengewebe wird auf Grund der 
Empfindlichkeit gegenuber dem entsprechenden Antlbiotikum seiektioniert. Die Anfangspfianzen werden 
selbstbestaubt und Samen (Tl Samen) wird erhalten. 

30 C. Test von Pflanzen auf die Eglin-Expression. 

Pflanzen, die aus Tl Samen gezogen wurden, werden auf das Vorhandensein und die Expression des Eglin 
C (Arg45)-Gens getestet. indem die folgenden Testverfahren angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1.5 o/o 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose ubertragen 

35 und mit dem Eglin C (Arg45)-Gen hybridisiert. das durch nick-Translation mit 32p markiert ist. Das 

Vorhandensein des Eglln-Gens wird durch eine Bande ausfindig gemacht. die etwa 230 Bp entspricht und 
mit der Probe hybridisiert. 

(2) RIMA wird durch das Northern Blot Verfahren als eine Bande ausfindig gemacht, die etwa 230 Basen 
entspricht und mit dem ^^P-BqWw 0 (Arg45)-Gen hybridisiert, das oben beschrieben ist. 

40 (3) Mutiertes Eglin G (Arg45) Protein wird mit Hilfe immunologischer Standardtests mit einem 

polyklonalen Antikorper aus Kanlnchen nachgewlesen, der gegen Eglin 0 (Arg45) produzlert wurde. 

(4) Die Eglin-Aktivitat wird bestimmt. indem mit immunologlschen Verfahren Material aus Pfianzenex- 
trakten mit Hilfe des polyklonalen Anti-Eglin 0 (Arg45)-Antik6rpers aus Kaninchen und Protein A 
Sepharose gereinigt und anschliessend das isolierte Material auf die Fahigkert getestet wird. die 

45 Proteolyse von ^ *C-BSA durch Trypsin zu hemmen. indem der oben beschriebene Test benutzt wird. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegenuber Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Tl Samen werden gekeimt und Blattstucke, die von Keimlingen im 4-BIattstadium gewonnen werden, 
werden an frischgeschlupfte Larven von Ostrinia nub/faffs oder Hefiothis zea verfuttert. Frischgeschlupfte 

50 larven werden In einzetne Futterungstopfe mit einem 1 cm^ Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro 
Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Insektengewicht, das Insektenuberieben und die Menge 
gefressener Blatter bestimmt Die Resistenz der transformlerten Pflanzen wird durch einen statistisch 
signifikanten (Student's t Test p<0.05) Abfall im Insektenuberieben, im Insektengewicht oder In der Menge 
der gefressenen Blatter bestimmt, indem Blatter von Pflanzen, die das Eglin C-{Arg45)-Gen exprimieren. mit 

55 denen von Kontrollpflanzen. die mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert wurden, oder mit denen von 
nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 47: Baumwolle. die durch Expression von Eglin resistent gegen Schaden durch Lepidopterenlarven 
ist 

60 

A. Konstruktion des pGIB10-Eglln Vektors. 

Das Eglin 0 (Arg45)-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV Promoter aus pClB710-Eglin (Beispiel 46A) 
entfemt, indem geeignete Restriktonsenzyme venwendet werden. und mit pCIBIO verknupfl. Dieser Vektor 
wird als pCIBIO-Eglin bezeichnet 

65 
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B. Transformation und Regenerlerung von Pflanzen. 

Transformierte Pflanzen werden wie in den Beispielen 7 bis 10 beschrieben erhalten, indem pCIB10-EgIin 
Oder PCIB715/710 Eglin (Beisplel 46A) in Agrobacterfum verwendet werden. 

C. Test von Pflanzen auf die Eglin-Expression. 

Tests von Transformanten auf die Eglin-Expression werden wie in Beispiel 46C beschrieben durchgefOhrt. 

D. Reslstenz von transformierten Pflanzen gegen Lepidopteren. 

Blattsciieiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Hefiothis 
virescens, H. zea oder Peciinophora gossypiella verfuttert. Frischgesciilupfte Larven werden in einzelne 
Futterungsbecher mit einem 1 cm^ Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach STagen 
werden das Insektengewicht. das InsektenOberieben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die 
Reslstenz der transformierten Pflanzen wird durch eihen statistisch signifikanten (Student's t Test p<0.05) 
Abfall im Lan/engewicht, Larvenuberieben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt. indem die 
Blatter von Pflanzen, In denen das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird. mit denen von Kontrollpflginzen, die mit 
dem Vektor ohne Geneinschub transfonmiert sind, oder mit denen von nlchttransformierten Pflanzen 
verglichen werden. 

Beisplel 48: Tomaten. die durch die Eglin-Expresston resistent gegen Schaden durch Lepidopteren-l-arven 
sind 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-Eglin und pCIBIO-Eglin werden wie in den Beispielen 46A und 47A beschrieben hergestellt. 

B. Transformation und Regenerlerung von Pflanzen. 

Transfonnierte Pflanzen werden wie in Beisplel 33B beschrieben hergestellt. indem der pCIBIO-Eglin Vektor 
Oder der pClB715/710-Eglin Vektor venvendet wird. 

C. Test von Pflanzen auf die Egfin Expression. 

Der Test der Transformanten auf die Eglin-Expression wird wie in Beispiel 46C beschrieben durchgefOhrt. 

D. Resistenz von transfonnierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Heliothls zea oder 
Manduca sexta vefuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm^ 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen wird das Insektengewicht, das 
InsektenOberieben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transfomnierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signlflkanten (Student's t Test p<0.05) Abfall im Larvengewtcht. 
Lan^nOberieben und in der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen. in denen 
das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird, mit denen von Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformlert sind. oder mit denen von nlchttransformierten Pflanzen verglichen werden. 

Beispiel 49: Tabak, der durch die Eglin-Expression resistent gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven ist 

A. Konstruktion des Vektors. 

pCIB715/710-Eglin und pCIB10-Eglin werden wie in den Beispielen 46A und 47A beschrieben hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformierte f=>flanzen werden wie in Beispiel 6 beschrieben hergestellt. indem der pCIB10-Eglin Vektor 
Oder der pCIB716/710-Eglin Vektor {Beispiel 46A) in Agrobactehum verwendet wind. 

C. Test von Pflanzen auf die Eglin-Expression. 

Der Test der Transformanten auf die Expression wird wie in Beispiel 46C beschrieben durchgefOhrt. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren. 

Blattscheiben von 4 Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlupfte Hefiothis zea Oder 
Manduca sexta vefuttert. Frischgeschlupfte Larven werden in einzelne Futterungsbecher mit einem 1 cm^ 
Blattstuck gesetzt. 50 Insekten werden pro Gmppe getestet. Nach 6 Tagen werden das Insektengewicht. das 
InsektenOberieben und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transformierten 
Pflanzen wird durch einen statistisch signifikanten (Student's t Test ; < 0.05) AbfaJI im Larvengewicht. 
Larvenuberieben und In der Menge der gefressenen Blatter bestimmt, indem die Blatter von Pflanzen, in denen 
das Eglin C (Arg45)-Gen exprimiert wird. mit denen von Kontrollpflanzen. die mit dem Vektor ohne 
Geneinschub transformlert sind, oder mit denen von nichttransformierten Pflanzen verglichen werden. 
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Beispiel 50: Knauelgras [DactyUs glomerata), das durch die Expression von Egiin reststent gegen Schaden 
durch Lepidopteren-Larven ist. 

A. Konstruktlon des Vektors. 

5 pCIB710-Eglln und pCIB715/710-EgIin werden wie in Beispiel 46A beschrieben hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. 

Transformlerte Pflanzen werden wie in den Beispielen 24 bis 28 beschrieben erhalten, indem pCIB710-Elgin 
und pCIB715/710-Eglin verwendet werden. 

10 

C. Test von Pflanzen auf die Expression von Egfin. 

Der Test von Transformanten auf die Expression von Eglin wird wie in Beispiel 46C beschrieben 
durchgefuhrt. 

15 D. Resistenz von transformlerten Pflanzen gegen Schaden durch Lepidopteren-Larven. 

Aus T1 Samen erhaltene Keimlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale, 5 Schalen) 
gepflanzt. Wenn die zwelten Blatter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Larven von Crambus 
cailginosellus im 2. Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Anzahl und das Gewicht der 
Ueberlebenden zusammen mit dem Gewicht der gewaschenen Graswurzein bestimmt. Die Resistenz 

^ transformierter Pflanzen wird durch einen statistlsch signlfikanten (Student's t Test p < 0.05) Abfall in der 
larvalen Gewichtszunahme. Abfall in der larvalen Ueberlebensrate oder in einem Abfall im Verlust von 
Wurzeigewlcht bestimmt. relativzu Inselrten-Freien Pflanzen. indem die Pflanzen. die das Eglin C (Arg45)-Gen 
exprimieren, mit Kontrollpflanzen, die mit dem Vektor ohne Geneinschub transfonniert sind, oder mit 
nichttransformierten Pflanzen venglichen werden. 
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Tabelle A 

PFLANZEHKLASSIFIKATION HACH DER YERWENDUNG 



GETREIDE 



Monokotvledonen 



Avena nada (chinensis) 
A. sativa 
E2eusin& coracan 
Era^rostls taf 
Hordeum disticbum 

vulgare 
Oryza sativa 
Panicum italicium 
P. miliaceum 
Pennjsetum glaucam 
P. spies turn (americanum) 
Secale cereals 
Sorghum wigare 
X Trdticosecale 
Triticvm aestiwm 

dicoccum 
T* d^rum 
T> monococcum 
Zea mavs 



Rauhhafer 
Hafer * 
Fingerhlrse 
Zwerghirse 
Gerste 

Reis 

Rispenhirse 

Rohrkolbenhirse 

Perlhirse 

Roggen 

Mohrenhirse 

Triticale 

Weizen 

Eramerweizen 

Hartveizen 

Einkornweizen 

Mais 



Dikotvledonen 



Amaranthus paniculatus 
Fagopyrum esculentum 
F, tataricum 



Rispenfuchsschwanz 
Buchweizen 



PROTEIH-LXEFERNDE PFLANZEN 

Dikotyledonen 

Arachis hypogea 
Cajanvs dndicus 
Cicer arjetinum 
Dolichos lablab 
Glycine gracilis 
max 

G* vss uri ens is 
La thy r us sativus 
Lens culinaris 
Jfucuna pruriens 
Pbaseolus acutifolivs 
P~ aureus 
P. I una t us 
P» coccineus 
( multiflorvs) 
P. mungo 



Erdnuss 
Erbsenbohne 
Kichererbse 
Helmbohne 

Sojabohne 

Saatplatterbse 
Linse 

Teparybohne 

Llmabohne 
Feuerbohne 

Mungobohne 
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vulgaris 
VXCX3 faba 
Vigna • annularis 
V, sesquipedalis 
K. sinensis 

OBST-LXEFERNDE PFLANZEN 
Dikotyledonen 

Amygdalus communis 
Ananas comosus 
Artocarpus communis 
Carica papaya 
CitruJJus m/Jgarls 
Citrus grandis 

medica 

nobilis 
C* reticulata 

sinensis 
€\'donia oblonga 
Diospyros kaki 
Ficus carica 
Fragaria chiloensis 
F, Virginians 
Litchi chinensis 
Malus asiatica 

pumila 
Nangifera Indies 
Morus rubra 
Husa cavendishii 

paradisiaca 
Passi flora edulis 

ligularis 
Persea americana 
Phoenix da c tylifera 
Prunus armeniaca 
P, avium 
P, cerasifera 
( di varica ta) 
P, cerasus 
P» domes tica 
P^ maheleb 
P* persica 
P. pseudocerasus 
P. salicinia 
P. serotina 
Psidium guajava 
Funics granatum 
Pyrus communis 
P, ussuriensis 
Pibes grossularia 
R. nigrum 

rubrum 
Rubus idaeus 
R, strigosus 
Tamarindus indica 
Vaccinium angusti folium 



Stangenbohne 
Saubohne 



Kuhbohne 



Mandelbatim 
Anana s 

Brotf ruchtbaum 

Melonenbaum 

Was serme lone 

Pampelmuse 

Zitrone 

Tangerine 

Mandarine 

Orange 

Quitte 

Kakipf laume 

Feige 

Erdbeere 

Litchi 

Apfel 
Mangobautn 
Maulbeerbaum 
Banane 

Passionsblume 

Avocadobirne 
Dattelpalme 
Aprikose 
Siisskirsche 
Kir schpf laume 

Sauerkirsche 
Zwetschge 

Pfirsich 



Guajave 

Granatapfelbaum 
Birne* 

Stachelbeere 

Schwarze Johannisbeere 

Rote Johannisbeere 

Hirabeere 
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y. ashei 
V. corymbosvm 
V. ayrtillus 
V, oxycoccos 
Viburnum crilobum 
Vitis labruscs 
V. vinif&ra 



Rulturheidelbeere 

Heidelbeere 

Moosheeren 

Welnrebe 



GEMUESE- UND KNOLLEN-LIEFERNDE 

MoTiokotyledonen 

Allium ascalonicum 

A. cepa 

A. cbinense 

A , fis tulosum 

A* porrum 

A* sativum 

A* schoenoprasum 

Asparagus officinalis 

Zea mays 



PFLANZEBT 



Schalotte 
Kuchenzwlebel 

Winterzwiebel 

Porree 

Knoblauch 

Schnittlauch 

Spargel 

Mais 



Dikotvledonen 



Amoracia lapathifolla 

Apiam graveol&ns Sellerie 

Arabldopsis thaliana 

Beta vulgaris Rube 

Brass lea alboglabra 



B. 


campestris 




B. 


carina Ca 




B, 


cernua 


Chinesischer Senf 


B. 


tbinensis 


Chinakohl 


B, 


hirta 




B, 


Juncea 


Ruraanischer Sarepta 
senf 


B. 


kaber 




B. 


napobrassica 


Steckrlibe 


B, 


napus 


Raps 


B. 


nigra 


Schwarzer Senf 


B. 


oleracea 


Kohl 


B. 


pekinensis 


Pekingkohl 


B, 


rapa 


Weisse Riibe 



Cajanus cajan (indicus) 
Canavalia enslformis 
Canna edulis 
Capsicum annuum 
C, cbinense 

frutescBns 
C, pendulum 

pubescens 
Cichorium endivia 
C. Intybus 

Colocasia antiguorum 
Crambo maritima 
Cucumis melo 
C, sativus 
Cucurblta ficifolla 
C, foetidissima 



Jackbohne 
Blumenrohr 
Gemiisepaprika 
Pfeffer 

Cayennepfef fer 



Endivie 

Vurzelzichorie 
Taro 

Me er kohl 
Me lone 
Gurke 
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C. maxima 
C» moschata 

C, pepo 

Cynara scolymus 
Daucus carota 
Dioscorea alata 
D* batatas 

D. cayenaensjs 
Eruca satlva Mill. 
Ipomea batatas 
Lactuca satlva 
Lepidium sativum 
Lycopersicon cerasiformB 
L . esculen turn 

Mahihot utilissima 
Nasturtium officinale 
Pastinaca sativa 
Petroseiinum cri spurn 
(sativum) 

Physalis peruviana 
Pi sum sativum 
Raphanus sativus 
Rheum officinale 
R, rhaponticum 
Scorzonera hispanica 
Sechium edule 
Solanum andigenum 
S, melongena 
S* mttrica Cum 
S. phureja 
S* tuberosum 
Spinacia oleracea 



Riesenklirbis 

Moschuskiirbis 

Gartenklirbis 

Artischocke 

Mohre 

Wasseryatn 

Brotwurzel 

Gelber Yam 

Oelranke 

Siisskartoffel 

Salat 

Gartenkresse 
Rirschtotnate 
Tomate - 
Maniok 

Brunnenkresse 

Pastinak 

Fetersilie 

Kapstacheljbeere 

Gartenerbse 

Rettich 

Rhabarber 

Schwarzwurzel 

Chayote 

Aubergine 



Kartof fel 
Spinat 



NUESSE-LIEFERNDE PFLANZEN 

Dikorvledonen 

Anacardium occidentaJe 
Arachis hypogaea 
Carya iJJJnoinensis 
€• ovata 
Castanea sativa 
Cocos nucifera 
Corylus americana 
C. a veil ana 
Jug Jans nigra 
J. regi3 
J. sinensis 
Litchi chinensis 
Hacadamia integri folia 
Pis tacia vera 
Prunus amvgdalus 



Cashewnuss 

Erdnuss 

Pekannussbaum 

Esskastanie 
Kokospalme 

Haselnuss 

Schwarznuss 

Walnuss 



Pistazie 



OELPFLANZEN (SPEISE- ODER PFLANZENOZLE) 
Monokotyledonen 

Zea mavs Mais 



46 



EP 0348348 A2 



Dikotyledonen 



Alevrites cordat3 
A* moluccana (triloba) 
Arachis hypogea 
Brasslca camp&stris 
B. napus 
Cannabis sativa 
Carthamus tinctorius 
Cocos nucifera 
Ela&is guineensis 
Glycine gracilus 
G, max 

G. ussuriensis 
Gossypium hirsutum 
Halianthas annus 
Linum usitatissimum 
Olea europaea 
Pa paver somniferum 
Ricinus communis 
Sesamum indicvm 



TungSlbaum 



Hanf 

Farberdistel 



Olpalme 



Baumuolle 

Sonnenblutne 

Flachs 

Oelbaum 

Mohn 

Rizinus 

Sesam 



ZUCKERPFLANZEN 
Monokotvledonen 



Saccharum officinarum 



Zuckerrohr 



f officinarum x 
spontaneum) 
S~ robust, urn 
S* sinense 
S. spontaneum 

Sorghum dochna Zuckerhirse 



Agropyron cristatum 

A . desertorum 

A - elonga turn 

A. intermedium 

A» smithii 

A, spicatum 

A. trachycaulum 

A , trichophorum 

AJopecurus pratensis Wiesenfuchsschwanz 
Andropogon gerardi 

Arrhenatherum eJatius Glatthafer 
Bothriochloa barbinodis 
B» iscbaemum 

B, saccharoides 
Bouteloua curipendula 
B, eriopoda 

B. gracilis 
Bromus erec tus 
B, inermis 



Dikotyledonen 



Acer saccharum 
Beta vulgaris 



Zuckerahorn 
Zuckerriibe 



FUTTER- UND RASENGRAESER 
Monokotvledonen 
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rdparias 
Cencbrus ciliaris 
Chloris s^y^^^ 
Cymbopogon nardus 
Cynodon dactyl on 
Dactylis glomerata 
Dicbantbium annulatum 
Dm aristatam 

se rice urn 
Mgitarda decvmbens 

D, smutsii 
Elymvs angustus 

E, junceus 
Eragrostjs curvuJa 
Festuca arvndinacea 

oi'-ina 

F, pratensis 
. F, rubra 

Lollitm multiflorvm 
L . per€^nne 
Panicum maximum 
P* purpu rase ens 
P, vjr/tatum 
Paspalum d ila ta turn 
P* no tat urn 

Penni Saturn cJandes tj'i) um 
P, purpu ream 
Pbalaris arundinacea 
Phleum b&rtolinii 
P. pra rense 
Poa fondleriana 
p. nemoralis 
P. pratensis 
Setaria spbaceJata 
Sorgbastrum nutans 
Sorgbum halepense 
S, sudanense 
Sorgbum vulgare 

rUTTERUEGUMXNOSEN 
Dikotyledonen ■ 

Coronilla varia 
Cro talari a Jun cea 
Lespedeza stlpulacea 
Z. striata 

sericea 
Lotus corniculatus 
L, uliginosus 
Lupinus albus 
L . angustifolius 
L. luteus 
L, mutabilis 
Hedicago arabica 
M* arborea 

falcata 

bispida 



Rhodesgras 

Berinudagras 
Knauelgras 



PangolaRras 



Wiesenschwingel 
Rotschwingel 
Weisches Weidelgras 
Deutsches J^eidelgras 
Guineagras 

Dallisgras 
Bahiagras 
Kikuyugras 
Eief antengras 
Rohrglanzgras 

VCie seniles chgras 



Wiesenrispengras 
Timothygras 

Johnsongras 
Sudangras 



Sunnbanf 

Koreanischer Klee 
Japanischer Klee 

Hornklee 

Weisse Lupine 
Blaue Lupine 
Gelbe Lupine 

Klettenklee 

Sichelluzerne 
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tribuloides 
Melllotus slbus 
/f, officinslis 
Onobrychis vicli^olia 
Ornithopus sativus 
Pueraria thvnbergiana 
Trd folium alexandrlnum 
T. augustifolium 
T, diffusum 
T. hybridum 
T* incarnatum 
T* ingrescens 
T. pretense 
T* repens 
T» resupinatum 
T* subterranevm 
Trigonella foenum" 
graecum 
Vicia sativa 
V. villosa 
V, atropurpurea 
V, angustJfoJjta 
V. dasycarpa 
V, ervjjja 
V* pannonica 
V, calcavata 



Luzerne 

Welsser Steinlclee 
Gelber Steinklee 
Esparsette 
Serradella 
Kudzu 

Alexandrinerklee 



Schwedenklee 
Blutroter Inkarnatklee 

Rotklee. 
Welssklee 
Persischer Klee 
Erdf riichtlger Klee 
Bockshornklee * 

Futterwick© 
Zottelwicke 



Linsenwicke 
Ungarische Wicke 



FASERN- UND HOLZ-LIEFERNDE PFLANZEN 
Monokotyleri6nen 

Bambusa vulgaris Bambus 



Dikotvledonen 



Agave si sal ana 
Boehmeria nivea 
Cannabis indica 
C. sativa 
Ceiba pentandra 
Corchorus mucronata 
(striata) 

Gossypium arboream 

barba dense 
G, herbaceum 
G» hirsutum 
G» nanking 
Linum angusti folium 
L. usitatissimum 
Musa textiles 



Ramiepf lanze 
Rauschhanf 

Kapokbauro 



Manilahanf 



DROGEN-ENTHALTENDE PFLANZEN 
Dikotvledonen 

Angelica archangelica 

Chrysan themum 
cinerarii folium 

Camellia sinensis 

C* coccineum 



EngelvTXjrz 
Dalmatinische 

Insektenblume 
Teestrauch 
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Coffea srabica 

canephora 
Cola acuminata 
Nice ti ana rustica 

tabacum 
Papaver dubivm 
P. somnifervm 
Theobroma cacao 



Bergkaffe * 
KoTigokaf fee 
Kolabaum 
Bauerntabak 
Tabak 

Schlafmohn 
Kakao 



GEffUERZ" UKD DUFXPFLANZEN 
Monokotyl edonen - 

Vanilla fragrans 



Vanille 



Dikotyledonen 



Artemis a dracvnculus 
Cinnamomum zeylanicum 
Hibiscus ^scvlentus 
Salvia officinalis 
Thymus vulgaris 
Pimpinella anisum 
Mentha arvensis 
H, piperita 

viridis 
Co ri and rum sn ti vvm 



Estragon 

Ceylonzimtbaum 

Okra 

Salbei 

Gartenthymian 
Anis 

Pfef ferminze 
Koriamler 



50 



EP 0348 348 A2 



c 



N 

c 

3 
C 

2 

C 



Hi 

O 

OS 

c 



e 
w 



c 
o 

M 

c 

CO 



OS 

c 



:aj 
o 

CO 
r-l 

N) 

a; 
> 

CO 
XJ 

c 

0) 
00 

:a5 
w 
p* 



I, ^ 



51 



I 



4 



t 



^ ft; 



I 



«1 



.1 



1^ 



I 



Of 



i , 

to 

^ 

:»! ft C: 

5 



I 

O 

I 



I 



;>5 > :^ 

^ ^ =s c;. 



5 

SI t 



O 
JO 

Q 
H 



O 

c 

& 
w 

CO 

c 

ca 

M 

u 
> 

c 

c 

o 
ce 
:ce 

a 

o 



u 
o 



c 



0) 
CO 

cd 
c: 

•H 
Qi 
4J 
O 



4J 

CO 

U 



O -H in 

-H C to 

-H I < 

c e 

c c c 

OS C i-H 

ax eo 

H CO - 

f-i C 

K O -H 

X) CO CO 

-H a 

C (A 
D 5 

CO W.- 



N 

c 

CO 
CM 



o 

CO c 



51 



EP 0348348 A2 



Qi 



c 



c 

as 

O 



2 

I 



.8. 



t Q: ct 

^ V, 'Ji ""^ c; ». 

§•5 ^ < 5s 



I 

Si 



'•0 



5< 0 ^ 'V, 

> >> ^ 

^ ^ 5. c: 

^ ^ ^ ^ 



Vi 

•§ 



to 

2 



o 
to 



•1 p 



1 



I 



\; K 



5 

VI 'IN, 



2 

c V, ^ < 



>1 

<15 



=^ S ^ 



0: 



01 



c 

u 

01 



a 
a 
>» 
u 

U U 
C Ti 

u u 

-H C 

-C < 

•H I 

JC - 

C B 

* in 

Oi c to 
>s c < 

N C 

JJ w c 

-H ^ 
C 01 r-t 

:^ a: w 



01 

• 

c o 

<D C 
o: o 

55 



52 



EP 0348348 A2 



c 

o 

O 



5 

I 



C 



I 



I- 



I 

S3 



t 



Is 



c 

C 
0) 
Si 

o 



I 

I 



2 



s 



I 



5 



I 



eft *• io 

fa o; 

kl ^ 

"Si C) K, 

^ & 

^ 

t:; ^ 



I 



^4 

c ^ •►I 
A 

c^i (5 



2 0. 

& pi Q 

:? b > 
^ 

^ ^ ^ 



^3 

=5i 



Qi 



is (J 



g 

5 



I 

^ *IM 'Ji ^ l« -N^ 

t jx: A ^-r A 







to 






n 














P 








c; 


C 

T-t 




CO 


In 






U 


to 




u 


CO 






O 






c 


a 












4J 


>* 












•n 


u 






-O 


«J 






■u 


c 




fH 




c 


T-f 


•H 












•5 




CC 




"c 


C 


CO 




c 


a 

ft 




n 


< 
1 ^ 


a 




< 

1 


jj 




c 


^ m 




c 


in 


c 




•H 




c 


•H 




< 






CO 


< 




CO 












C. 


- u 








c < 




>i 


c < 


c 






<1} 


c 


Wi 






c 


H 


C 


•H 


C H 


c 


JJ 






^ u 


jJ 




o 


a 


iJ 


N 


c 


& 




o 


<i* 


«C 


4-> 


^ c 




CC U 


Xi c 


a 


«J 


-r-t 


CC T-t 


& 


4J -H 


qj -H 




V] 


c 




D 


01 C 


i-t 


0) 


>t 




o ca 




D 


O CO 


-1 


(J 













o 

m c 
n o 



cu o 

M C 

u o 



53 



EP 0348 348 A2 



C 

c 
o 

o 

t 

s 

c 



I 



I 



^^^^ 



P 5 

Ci, 4^ C> ? ^ 

K; ^ 

.0 ^ „c .^j j;) ^ 



I 



«3 



> ^ c: 



I 
I 



5 



2 . 



ft 



U 5; t/i 



I 



S -s; ^ ^ >^ 























C5 


in 






U 


o 






o 


a 
















Wi 








u 


c 






fi 


-H 






u 






c 


C 


a 






< 


-H 




1 


1 ^ 






c 


- to 


c 








< 




a 


u 








c < 


c 




Wi 


o ^ 




c 


H 


c 


u 






^ o 


c 




N 


o 


o 


C3 


tJ 


X c 


a 




•H 


t3 -H 




M 


C 


-•-) r-l 


S 


>» 




O U 




O 




cn W 







tt 


















in 






u 








o 








u 










V* 






-Q 


iJ 


c 






•H 


•H 












c 


c 


a 






< 


•H 




1 


1 ^ 


4J 




c 


^ in 


C 








< 




a* 


* u 








c < 


c 




u 




Ti 


c 


H 


c 


+J 


•H 




X o 


a 


4J 


N 


o 


o 


C3 


4-1 


^ c 


a 


4J 


-H 


C3 -H 




CI 


c 


•«-! —1 


o 


>^ 




O CO 




u 




03 W 



o 

5 ■ 

c: Q 



0) 

c 

CO ^ 

O Q 



54 



EP 0 348 348 A2 



i 



c 
a; 

o 



5 



s 



1 
I 



^ S 



5 

p, c: N 



c 
c 



t 

I- 

c 



to 

a 



a 



t? t*. 
je N 

O 

il C 
? t *J 

^ 



K ft; 
<^ to 

<; It 

^ ^ ^ 



s 



1^ 

S 



C 
C 

o 



5 

i 



(5 »• Cr; 

W. c; M 

t C 

^ '"^ 

4^ V, 
& & 



a 

(J 



U 

a 
a 



»5 ^ 



to <J K 

§ 5 ^ 



S to 

^ *^ 
§ ^ <: 
^ t^ 



I 

c 



a 



c 
< 



«0 

a 
>. 

u " 
H c 

N C 
O 

C ^ 

= 03 

u 

o 

« - ts 

Q. <Q kt 
>^ < 

*J O 

C JO C 
< -H •H 
I JC rH 
C fcC 



CO 

C. ' 



u 
c. 

1-1 



a 

C 



c 
a 



c 

< 



a 

a> 

3 
0) 



4J 

a 
a 

0) 



4-) • 

E -H 
O Q 



C • 

OS P 



to ^ 

XI -H 



REFERENZEN 

An. G.. Watson. B.D.. Stachel, S.. Gordon, MP.. Nester. E.W., Embo J. 4, 277. 1985 

Anastasl. A., Brown, M^., Kembhavi, A.A.. Nicklin, M.H.J., Sayers, C.A., Sunter, D.C.. Barrett, A.J., Biochem. J. 

211. 129, 1983 



55 



EP 0348348 A2 



Barrett, A.J., Salvesen, Q. (Hrsg.). Proteinase inhibitors. Research monographs in cell and tissue physiology 
12, Elsevier, Amsterdam, 1986 
Beasley, C^., Ting. J.P., Amer. J. Bot. 60. 130, 1973 
Bevan. M.. Barnes. W.M., Chflton. M.-D.. Nucl. Acids Res. 11. 369, 1983 
5 Bevan, I^.. Nucl. Acids Res. 12. 8711, 1984 

de Block, M., Herrera-Estrella, L, van Montagu. M.. Schnell. J., Zambryski, P., EMBO J. 3, 1681. 1984 
Christie, B.R. (Hrsg.). CRC Series in Agriculture, CRC Handbook of Plant Science in Agriculture 1, CRC Press. 
Boca Raton. Florida, 1987 

Chu, C. Wang. C. Sun, C. HsQ, C. Yin, K. Chu. C. Bl, R., Scientia Sinica 18. 659. 1975 
10 Covey, S.N., Lomonossoff, G.P., Hull. R., Nucl. Acids Res. 9, 6735. 1981 

DItta, G.. Stansfield, S.. Corbin, D.. Helinski, D.R.. Proc. Natl. Acad. Scl. USA 77. 7347. 1980 ' 

Rschhoff, DA. Bowdish. K.S., Perlak, F.J.. Marrone, P.G., McCormick. S.M.. Niedermeyer. J.G.. Dean, D.A., 

Kusano-Kretzmer. K., Mayer, EJ., Rochester, D.E., Rogers, S.G.. Fraley, R.T., Biotechnology 5, 807, 1987 

de Framond, A.J., Barton. K.A., Chilton. M.-D., Biotechnology 1, 262, 1983 
15 Gamborg, O.U Miller, R.A., Ojima, K., Exptl. Cell Res. 50. 151, 1968 

Gatehouse. A.M.R., Boulter. D.. J. Sci. Food Agric. 34. 345, 1983 

Graves. A.C.F.. Goldman, S.L.. Plant Mol. Biol. 7. 43. 1986 

Gray. DJ,, Conger, B.V., Plant Cell Tissue Organ Culture 4. 123, 1985 

Grimsley. N., Hohn. T.. Davies. J.W.. Hohn. B.. Nature 325, 177. 1987 
20 Grimsley. N.H., Ramos. C, Hein. T., Hohn. B., Biotechnology 6, 185, 1988 

Gritz, L. Davies. J., Gene 25, 179. 1983 

Guiseley, K.B., Renn, D.W., Agarose. Marine Colloids Division, FMC Corporation, Rockland, Maine, 1976 
Hanning. G.E.. Conger, B.V., Theor. Appl. Genet. 63, 155. 1982 

Hilder, VA. Gatehouse. A.M.R., Sheemnan, S.E., Bari<er, R.F., Boulter, D., Nature 330, 160, 1987 
25 Hoekema. A.. Hirsch, P.R.. Hooykaws, P.JJ.. Schilperoort, R.A.. Nature 303. 179. 1983 
Hoffman. LM.. Sengupta-Gopalan, C, Paaren, H.E.. Plant Mol. Biol. 3. Ill, 1984 

Hohn, T., Richards, K., Lebeurier, G., In: Gene cloning in organisms other than E.coli, Current Topics in 
Microbiology and Immunology 96, 193, 1982 

Holsters, M.. de Waele. D., Deplcker. A.. Messens, E., van Montagu. M.. Schell, J.. Mol. Gen. Genet. 163, 181, 
20 ^97B 

Hood. E.E.. Helmer. G.L. Fraley. R.T.. Chilton, M.-D.. J. Bacterid. 168. 1291. 1986 
Hooykaas-Van Slogteren, G.M.S.. Hooykaas. P.J.J., Schilperoort, R.A., Nature 311, 763, 1984 
Kao, K.N.. Michayluk, M.R.. Planta 126. 105. 1975 

Klein, T.M., Gradziel, T.. Fromm. M.E.. Sanford, J.C.. Biotechnology 6. 559. 1988 
35 Maniatis. T., Fritsch, E.F.. Sambrook. J., Molecular cloning, a laboratory manual. Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Hart>or, 1982 

McCormick, S., Niedermeyer. J.. Fry. J.. Barnason, A.. Horsch, R.. Fraley. R., Plant Cell Reports 5. 81, 1986 
Murashlge. T.. Skoog, F.. Physiol. Plant, 16. 473, 1952 

Murdock, LL, Brookhart, G., Dunn. P.E.. Foard, D.E.. Kelley. S.. Kitch. L. Shade, R.E., Shukle. R.H., Wolfson, 
40 J.L. Comp. Biochem. Physiol. 878. 783. 1987 

Nagy, J.L. Maliga. P., Z. Pflanzenphysiol. 78. 453. 1976 

Negrutiu, L, Shillito, R., Potrykus. I., Blasinl. G.. Sala, F.. Plant Mol. Biol. 8. 363. 1987 

Nelson. R.S.. McCormick. S.M., Delannay, X., Dube. P., Layton, J.. Anderson, E J.. Kaniewska, M., Proksch, 

R.K.. Horsch. R.B., Rogers. S.G.. Fraley. R.T., Beachy, R.N.. BkDtechnology 6. 403. 1988 

45 Odell, J.T.. Nagy. F., Chua, N.-H., Nature 313, 810. 1985 

Oka. A., Sugisaki, H.. Takanami, M., J. MoL Biol. 147. 217. 1981 

Ooms. G.. Hooykaas, P.J.J., Moolenaar, G.. Schilperoort. RA. Gene 14. 33, 1981 

Ooms. G., Hooykaas, P.J.J., van Veen. R.J.M., van Beelen, P., Regensburg-TuTnk, T.J.G., Schilperoort. R.A.. 

Plasmid 7, 15. 1982 

50 de la Pena. A.. Lorz, H.. Schell. J., Nature 325, 274. 1987 

Potrykus. J.. Saul., M.W.. Petruska. J.. Paszkowski. J.. Shillito, R.D.. MoL Gen. Gen. Genet. 199. 183. 1985 
Reich, T.J., Iyer. V.N.. Haffner, M.. Holbrook. LA,. Miki, B.L, Can. J. Bot. 64, 1259, 1986a 
Reich, T.J., Iyer. V.N.. Miki, B.L., Biotechnology 4, 1001. 1986b 

Rothstein, S.J., Lahners. K.N., Lotstein. R.J.. Carozzi, N.B., Jayne. S.M.. Rice. D.A.. Gene 53. 153. 1987 
.55 Rosenberg. S.. Ban-. P.J.. Najarian, R.C., Hallewell, RA. Nature 312. 77. 1984 

Sanger, F.. Nicklen, S.. Coulson, A.R.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74. 5463. 1977 
Sanger, F., Science 214, 1205, 1981 

Schenk. R.U.. Hlldebrandt. A.C-. Can. J. Bot. 50, 1^, 1972 

Schwabe. C. Anastasi. A. Crow. H.. McDonald, J.K.. Ban-ett, A.J.. Biochem. J. 217, 813. 1984 
60 Shillito, R.D.. Paszkowski. J., Potrykus. I.. Plant Cell Reports 2, 244. 1983 

Shillito. R.D., Saul M.W.. Paszkowski. J.. Muller. M., Potrykus, I., Biotechnology 3, 1099. 1985 

Simon, R.. Priefer. U., Puhler. A., in: Puhler, A. (Hrsg.), Molecular Genetics of the Bacteria-Plant Interaction, 

Springer Vertag, Beriin, 98. 1983a 

Simon et al.. Biotechnology 1, 784, 1983b 
65 Southern. E.M.. J. MoL Biol. 98. 503, 1975 



56 



EP 0348348 A2 



Stockhaus. J., Eckes. P., Blau. A., Schell. J., Wiilmitzer. L, Nucl. Acids Res. 15, 3479, 1987 

Turk, v.. Brzin. J.. Longer, M., RItonja. A.. Eropkin, M., Borchart, U.. Machleidt. W.. Hoppe-Seyler*s Z. Physiol. 

Chem 364. 1487, 1983 

Wolfson. J.L, Murdock. LL. Entomol. Exp. Appl. 44, 236. 1987 

Wood. W.L, Gitschier, J.. Lasky, L.A.. Lawn. R.M.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82. 1585. 1985 5 
Yadav, N.S., Vanderleyden, J., Bennett. D.R. Barnes. W.M., Chilton, M.D.. Proc. Natl. Acad, Sci. USA 79, 6322. 
1982 

Young, R.A., Davis. R.W., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 1194. 1983 

Zoller, M J., Smith. M., in: Wu. R.. Grossmann. L, Moldave. K., Methods in Enzymology 100. 468. 1983 

10 

Hinteriegungen: 

(1) £ CO// HB1 01 /pML147 wurde am 28. Januar 1988 unter der Hinteriegungsnummer DMS 4380 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig, Bundesrepublik 
Deutschland hinterlegt. Die folgenden Mikroorganismen wurden bei der American Type Culture 15 
Collection (ATCC) In Rockville. Maryland. USA hinterlegt: 

(2) Plasmid pLWIII (ATCC4(^35) am 14. Mai 1986. 

(3) Zea mays Zellkultur (ATCC 40326) am 20. Mai 1987. 

(4) Plasmid p368 (ATCC 67700) am 19. M^ 1988. 

Patentanspriiche 

1. Ein Verfahren zur Bekampfung eines Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zielpflanze angreift. 
wobel das Verfahren Im wesentlichen darauf beruht. diesen Schadling einer Pestizld wirksamen Menge 25 
eines Proteinase-lnhibitors in Oder auf einer Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, das© 

(a) besagter Inhibitor biologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines f remden Gens, 
das den Proteinase-lnhibitor kodiert. oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder 
Gene, die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobel 

(b) besagte Pflanze entweder 30 

(I) eine Monokotyledone ist, typmassig ausgew§hlt aus der Gmppe bestehend aus Getreide. 
Gemuse- und Knollen-Iiefemden Pflanzen. Oelpflanzen. Zuckerpflanzen. Futter- und Rasengrasem. 
Fasem- und Holz-liefemden Pflanzen sowie GewQrz- und Duftpflanzen; oder 

(II) eine Dikotyledone ist. typmassig ausgewahit aus der Qruppe bestehend aus Getreide. 
Protein-liefemden Pflanzen. Obst-liefernden Pflanzen. GemQse-und Knollen-liefernden Pflanzen. 35 
Nusse-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen. Zuckerpflanzen. Futterleguminosen. Fasem- und Holz-lie- 
femden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

2. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzelchnst. dass der Inhibitor von einem Tier, 
elnem Bakterium, einem Pilz oder von einer Pflanze, die einer anderen Art als die Zielpflanze angehort. 
abstammt oder dass das Inhibitorgen wesentllche Sequenz-Homologie mit einem Proteinase-lnhibitor- 40 
gen hat, das aus einem der vorgenannten Organismen abstammt. 

3. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass der Schadling ein Insekt, eine 
Milbe, ein Pilz oder ein Bakterium ist. 

4. Ein Verfahren gemass Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet. dass die Monokotyledone typmassig 
ausgewahit ist aus der Gmppe bestehend aus Getreide. Gemuse- und Knollen-Iiefemden Pflanzen, 45 
Zuckerpflanzen sowie Futter- und Rasengrasem. 

5. Ein Verfahren gemass Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone ausgewahit 
ist aus der Gruppe von Gattungen bestehend aus Avena (Hafer), Hordeum (Gerste), Oryza (Rels), 
Sorghum (Hirse), Triticum (Weizen), DactyUs (Knfiuelgras) und Saccharum (Zuckerrohr). sowie Zea mays 
(Mais). ^ 

6. Ein Verfahren gemass Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet. dass die Monokotyledone ausgewahit 
ist aus der Gmppe bestehend aus Dactylis (Knauelgras) und Zea mays (Mais). 

7. Ein Verfahren gemass Anspmch 1. dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone typmassig 
ausgewahit Ist aus der Gruppe bestehend aus Obst-liefemden Pflanzen. Gemuse- und Knollen-Iiefemden 
Pflanzen. Oelpflanzen. Zuckerpflanzen. Futterleguminosen sowie Fasern-und Holzliefernden Pflanzen. 55 

8. Bn Verfahren gemass Anspmch 7. dadurch gekennzeichnet. dass die Dikotyledone ausgewahit ist 
aus der Gmppe von Gattungen, bestehend aus Lycopersicon (Tomate). So/anum (Kartoffel), Pisum 
(Erbse). Beta (Rube). Glycine (Sojabohne). Brassha (Raps und Kohl) und Gossypium (Baumwolle). 

9. Bn Verfahren gemass Anspmch 7. dadurch gekennzeichnet. dass die Dikotyledone ausgewahit ist 

aus der Gmppe von Gattungen bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Soianum (Kartoffein) und 60 
Gossypium (Baumwolle) . 

10. Ein Verfahren gemass Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet. dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

11. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor 
wenigstens einer Serin-Proteinase ist. ausgewahit aus der Gmppe bestehend aus Thrombin. Plasmin, 65 
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Elastase. Kallikrein. Subtilisin, Cathepsin G, Chyniase, Acrosin. Plasminogen-Aktivator, Cl-Esterase, 
Enterokinase, Tryptase, Post-Prolln-schneidendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhangiger 
Protease, Thermitase, Mastzellerv-Proteinase I und 11, Streptomyces griseus-ProXelnase A, Staphy/ococ- 
CU5 auret/s V8-Proteinase, re/3ej&/7aa-Proteinase, Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren. Komplement-aktl- 

5 vierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen und einer Proteinase, die eine wesentliche 

strukturelle oderfunktionelle Aehnlichkeit mit einer dervorgenannten hat. 
12. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzelchnet, dass der Inhibitor eln Inhibitor von 
Trypsin Oder Chymotrypsin oder einer Proteinase ist, die eine wesentliche strukturelle Oder funktioneile 
Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

10 13. Ein Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der inhibitor ein Verlreter der 

Bowman-BIrk Inhibitor-Familie, der Sojabohnen-Kunrtz Inhibitor-Familie, der Rinderpankreas-Trypsin 
(Kunitz) Inhibitor-Familie. der Kazal-Trypsin Inhibitor-Familie, der S/nsp/o/nyces-Subtiiisin Inhibitor-Fami- 
lie. der Kartoffel-lnhibrtor l-Familie, der KartoffeHnhibitor ll-Familie. der ai-Proteinase Inhibitor-Famliie, 
der Hirudin-Familie. der Bdeliin-Familie. der Egiin-Familie, der Inter-ai-Trypsin Inhibitor-Familie. der 

15 Serpin-Ueberfamilie, der Ci-lnhibitor-Familie. der Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine. der Antipaine, 
Elastinal und Chymostatin oder eln Inhibitor ist, der eine wesentliche strukturelle oder funktioneile 
Aehnlichkeit mit einem der genannten hat. 

14. Eln Verfahren gemass Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Chymotrypsin ist oder einer Proteinase, die wesentliche strukturelle oder funktioneile Aehnlichkeit mil 

20 Chymotrypsin hat. 

15. Ein Verfahren gemass Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Kartoffel I-. 
Kartoffel I1-, Tomaten I- oderTomaten ll-lnhibitor ist. 

16. Bn Verfahren gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit Ist aus 
der Qruppe bestehend aus Soja Kunitz Trypsin-lnhibitor, ai -Antitrypsin, Eglin C und Eglin C-Mutanten. 

25 17. Ein Verfahren gem§ss Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor eln Inhibitor einer 

Thiolproteinase ist. 

18. Eln Verfahren gemass Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gnjppe bestehend aus inhibltoren von Papain, Bromelain. Ficin, Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C, 
Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, Clostrlpain. Asclepain, Prolyl-Endopeptldase, 

30 Pyroglutamyl-Peptidase, Dipeptyl-Proteinase I. Hefe-Proteinase B, Streptococcus Proteinase, Staphylo- 

coccus Thiolproteinase und Actinidin sowie einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder 
funktioneile Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat 

19. Ein Verfahren gemass Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelaln-lnhibltor. Antlpain. Leupeptin, Chymostatin, 

35 E64 und dessen Abkommlingen sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktioneile 

Aehnlichkeit mit den genannten haben. 

20. Ein Verfahren gemass Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antlpain oder 
Leupeptin Ist. 

21. Ein Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennelchnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
40 der Gruppe bestehend aus Huhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A. Hunwn-Cystatin B, Human-Cy- 

statin C, Human-Cystatin S, Ratten-Cystatin a. Ratten-Cystatin p und Kininogen. L-Kininogen und 
H-Kininogen. 

22. Ein Verfahren gemass Anspruch 21 . dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 
statin ist. 

45 23. Eln Verfahren gemass Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 

Metallproteinase ist. 

24. Ein Verfahren gemass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor ein Inhibitor der 
Carboxypeptidase A. Carboxypeptidase B, Aminopeptidase, Kollagenase, Calcium-abhangigen neutralen 
Proteinase, von Thermolysin, des Angiotension-umbauenden Enzyms, der renaien Dipeptldase. der 

50 Enkephalinase. Gelatinase oder Keratinase oder ein Inhibitor einer Proteinase ist, die eine wesentlkihe 

strukturelle oder funktioneile Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

25. Ein Verfahren gemass Anspruch 23. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibitor, Saugetier Kollagenase-Inhibitor, 
a2-Makrogiobulin, Gewebe-Bradyklnin-verstarkendem Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 

55 sowie Inhibitoren. die eine wesentliche strukturelle oder funktioneile Aehnlrchkeit mit den genannten 

haben. 

26. Ein Verfahren gemass Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
sauren Proteinase Ist. 

27. Ein Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
60 der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Pepsin. Renin, Cathepsin D. Chymosin, Penicilllnopepsin und 

der Scytaltdium sauren Protease B sowie aus Inhibitoren einer Proteinase, die wesentliche strukturelle 
oderfunktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

28. Eln Verfahren gemass Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Pepstatin. Ascaris Carboxylproteinase-Inhibitor. Bauhlnia Pepsin Inhibitor, 

65 Scopolia japonica Proteinase-lnhibitor und Kartoffel Cathepsin D-lnhibitor sowie Inhibitoren, die eine 
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wesentfiche strukturelle oder funktioneile Aehnlichkeit mrt den genannten haben. 

29. Ein Ver^ren zur Bekampfung eines Pflanzenschadlings, der eine bestimmte Zietpftanze angrerft. 
wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist» den Schadling einer pestizid wirksamen Menge ernes 
Proteinase-lnhtbitors in Oder auf der Pflanze auszusetzen. dadurch gekennzeichnet, dass besagter 
Inhibitor: 5 

(a) biotogisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eines fremden Gens, das den 
Proteinase-lnhibitor kodlert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer Gene, die einen 
Oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-inhibitors kodleren. synthetisiert wird; wobei 

(b) der Inhibitor aus der Gruppe von Protelnase-lnhlbltoren ausgewShtt ist, die aus Inhibitoren von 
Thiolproteinasen, Metaiiproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen 10 
besteht. 

30. Ein Verfahren gemdss Anspmch 29, dadurch gekennzeichnet dass der Inhibitor aus der Gruppe von 
Nicht-Trypsln Proteinase-lnhibitoren, bestehend aus inhibitoren von Thiolproteinasen, Metaiiproteinasen. 
sauren Proteinasen und Serin-Proteinasen. ausgewahit ist. 

31 . Ein Verfahren gemass Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet. dass die Pflanze eine Dikotyledone ist, 15 
typmSssig ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Obst-liefemden Pfianzen, GemQse- und 
Knollen-liefemden Pfianzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen. Futterleguminosen, Fasern- und Holz-liefern- 

den Pfianzen sowie Drogen-enthaitenden Pfianzen. 

32. Ein Verfahren gem&ss Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet. dass die Dikotyledone aus der Gruppe 

von Gattungen ausgewahit ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Sofanum (Kartoffein), Pisum 20 
(Erbsen), Beta (RQben). Glycine (Sojabohnen), Brassloa (Raps und Kohl). Gossypium (Baumwolle) und 
Nicotlana (Tabak). 

33. Ein Verfahren gem^s Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahit ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Sofanum (Kartoffein), Gossypfum 
(Baumwolle) und Nicotiana (Tabak), 25 

34. Ein Verfahren gemass Anspruch 29. dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Nicht-Trypsin-Serin-Proteinase-inhibitorist. 

35. Ein Verfahren gemass Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet. dass der inhibitor ein Inhibitor der 
Serin-Proteinase Chymotrypsin ist. 

36. Ein Verfahren gemSss Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Eglin C oder eine 30 
Eglin C-Mutante ist. 

37. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, baslerend auf dem Prinzip, den Schadling einer pestizid 
wirksamen Menge wenigstens eines Proteinase-inhibitors ausgewahit aus der Gruppe I^estehend aus 
Inhibitoren von Serin-Proteirtasen, Thiolproteinasen, Metaiiproteinasen und sauren Proteinasen In oder 

auf einer Pflanze auszusetzen, dadurch gekennzeichnet, dass 35 

(a) besagter Inhibitor biotogisch in der Pflanze als Ergebnis der Expressfon eines fremden Gens, 
das den Proteinase-lnhibitor kodiert, oder als Ergebnis der Expression eines oder mehrerer fremder 
Gene, die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-inhibitors kodieren, synthetisiert wird; wobei 

(b) besagte Pflanze eine Monokotyledone Ist, typmSsslg ausgewahit aus der Gruppe bestehend 

aus Getreide, GemQse- und Knollen-liefemden Pfianzen. Oelpflanzen. Zuckerpflanzen, Putter- und 40 
Rasengrasern. Fasenn- und Holz-llefernden Pfianzen sowie GewQrz- und Duftpflanzen. 

38. Ein Verfahren gemass Anspmch 37, dadurch gekennzeichnet, dass der besagte Proteinase-lnhibitor 
ein Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

39. Ein Verfahren gemSss Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor von 
Trypsin oder Chymotrypsin oder einer Proteinase ist. die eine wesentliche strukturelle oder funktioneile 45 
Aehnlichkcit mit einer der genannten hat. 

40. Ein Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gaippe bestehend aus dem Kunitz-Trypsin-lnhibitor aus Sojabohnen, a i -Antitrypsin, Eglin C und 
Eglin C-Mutanten. 

41 . Ein Verfahren gemass Anspruch 37. dadurch gekennzeichnet, dass besagter Proteinase-lnhibitor ein 50 
Inhibitor einer Thiolprotelnase ist. 

42. Ein Verfahren gemass Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgevi^tt Ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin. Calpastatin. Bromeiain-lnhibitor. Antipain, Leupeptin. Chymostatin, 
E64 und dessen Abkommlingen sowie Inhibitoren, die eine wesentliche strukturelle oder funktioneile 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. 55 

43. Ein Verfahren gemass Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 
Leupeptin ist. 

44. Bn Verfahren gemass Anspruch 41, dadurch gekennzek^hnet. dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 
statin ist. 

45. Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Mais ist. 60 

46. Ein Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Vertreter der 
Ordnungen Cofeoptera oder Lepidoptera'xsX. 

47. Ein Verfahren gemass Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ausgewahit ist aus 
der Gruppe von Gattungen bestehend aus Diabrotica, Diatraea, Ostrinia und Heiiothis. 

48. Ein Verfahren gemass Anspruch 47, dadurch gekennzek^net. dass der Schadling Diabrotica oder 65 
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Ostrinia ist. 

49. Bn Verfahren gemass Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet. dass der Proteinase-lnhibitor in den 
Wurzein, Stengein, Blattem, Semen Oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

60. Ein Verfahren gemass Anspruch 1, basierend auf dem Prinzip, den Sch§dllng einer pestizid 
wirksamen Menge wenigstens eines Proteinase-lnhlbitors ausgewahft aus der Gruppe bestehend aus 
Inhibitoren von Serin-Proteinasen. Thiolproleinasen. Metallproteinasen und sauren Proteinasen In oder 
auf einer Pftanze auszusetzen, wobel: 

{a) besagter Inhibitor blologisch in der Pflanze als Ergebnis der Expression eInes fremden Gens, 
das den Proteinase-lnhibltor kodiert. Oder als Ergebnis der Expressron eines Oder mehrerer f remder 
Gene, die einen oder mehrere Vorlaufer des Proteinase-lnhibitors kodieren. synthetisiert wird; 

(b) besagte Pflanze eine Dikotyledone ist. typmassig ausgew5hlt aus der Gruppe bestehend aus 
Getreide, l^otein-liefemden Pflanzen. Obst-Iiefernden Pflanzen. Gemuse-und Knollen-liefemden 
Pflanzen, Nusse-liefernden Pfianzen, Oelpfianzen, Zuckerpfianzen, Futterleguminosen, Fasem- und 
Holz-Hefennden Pfianzen sowie Gewurz- und Duflpf lanzen. 

51 . EIn Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichent, dass der besagte F^rotelnase-lnhlbitor 
ein inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

52. Ein Verfahren gemass Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein inhibitor von 
Trypsin oder Ghymotrypsin oder einer Proteinase ist, die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 

53. EIn Verfahren gemass Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahll ist aus 
der Gruppe bestehend aus dem Kunitz-Trypsin-lnhibitor aus Sojabohnen, ai-Antitrypsin, Eglin C und 
Eglin C-Mutanten. 

54. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass besagter Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Thiolproteinase ist. 

55. EIn Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin, Bromelaln-lnhibitor, Antipain, Leupeptin. Chymostatin. 
E64 und dessen Abkommlingen sowie Inhibitoren, die eine wesentliche stmkturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. 

56. Ein Verfahren gemass Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 
Leupeptin ist. 

57. Ein Verfahren gemass Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Huhnererweiss-Cy- 
statin ist 

58. Ein Verfahren gemass Anspmch 50, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone Kartoffel. Raps, 
Tomate, Sojabohne, Erbse oder Baumwolie ist. 

59. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Vertreter der 
Ordnungen Cohoptera oder Lepidoptem ist. 

60. EIn Verfahren gemass Anspruch 69, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling aus der Gruppe 
von Gattungen ausgewahit ist bestehend aus Diabrotica, Diatraea, Ostrinia, Heiiothis, Spodoptera und 
Anthonomus. 

61. Ein Verfahren gemass Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Kartoffelkafer 
ist. 

62. Ein Verfahren gemass Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
Wurzein, Stengein, Blattem, Samen oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

63. Eine Pflanze, die ein fremdes Gen. welches fahig ist. einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder 
ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, die fahig ist, einen oder mehrere Vorlaufer eInes 
Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Vorlaufer eInes Proteinase-lnhibitors kodiert. 
wobel der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Serin-Proteinasen, 
Thiolproteinasen, Metallproteinasen und sauren Proteinasen ausgewahit Ist; wobel 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone ist. typmassig ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Gemuse- und Knollen-liefernden Pfianzen, Oelpfianzen, Zuckerpfianzen. Putter- und Rasengrasern, 
Fasem- und Holz-Iiefemden Pfianzen sowie Gewurz- und Duftpf lanzen; oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefemden Pfianzen, Obst-liefernden Pfianzen, Gemuse-und Knoilen-liefemden Pfianzen, 
Nusse-liefemden Pfianzen. Oelpfianzen. Zuckerpfianzen, Futterleguminosen, Fasem- und Holz-lie- 
femden Pfianzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

64. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Typmassig 
ausgewahit Ist aus der Gruppe bestehend aus Getreide, Gemuse- und Knollen-liefemden Pfianzen. 
Zuckerpfianzen sowie Putter- und Rasengrasem. 

65. Eine Pflanze gemass Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone ausgewahtt 
ist aus der Gruppe von Gattungen bestehend aus Avena (Hafer), Hordeum (Gerste). Oryza (Reis), 
Sorghum (Hirse), Triticum (Weizen), Dactylis (Knauelgras) und Saccharvm (Zuckerrohr), sowie Zea mays 
(Mais). 
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66. Eine Pflanze gemSlss Anspmch 64. dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyle ausgewahit ist aus 
der Qruppa bestehend aus Zea mays (Mais) und Daciyi/s (Knauelgras). 

67. Eine Pfianze gemass Anspmch 63, dadurch gekennzetehnet. dass die Dikotyledone typnnassig 
ausgewahit Ist aus der Gruppe bestehend aus Obst-ileferrKien Pflanzen, Gemuse- und Knollen-iiefemden 
Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpfianzen, Futterieguminosen sowie Fasem- und Holzliefernden Pflanzen. 5 

68. Eine Pflanze gemass Anspruch 67. dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone ausgewahit ist 
aus der Gruppe von Gattungen, bestehend aus Lycopersicon (Tomate), Solanum (Kartoffel), PIsum 
(Erbse). Beta (Rube), Glycine (Sojabohne), Brassica (Raps und Kohl) und Gossypium (Baumwolle). 

69. Eine Pflanze gemass Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyle ausgewahit ist aus 

der Gruppe von Gattungen bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Solanum (Kartoffein) und 10 
Gossypium (Baumwolle). 

70. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor von etnem Tier, 
einem Bakterium, ein'em Pilz oder von einer Pflanze, die einer anderen Art als die Selpflanze angehort, 
abstammt oder dass das inhibitorgen wesentllche Sequenz-Homologie mit einem Proteinase-inhibitor- 

gen hat, das aus einem der vorgenannten Organismen abstammt. 15 

71. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor einer Serin-Proteinase ist. 

72. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor ein 
Inhibitor von Trypsin oder Chymotrypsin oder ein Inhibitor einer Proteinase ist, die eine wesentliche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der genannten hat. 20 

73. Eine Pflanze gemass Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor 
wenlgstens einer Serfn-Protelnase ist, ausgewShIt aus der Gruppe bestehend aus Thrombin, Plasmin, 
Elastase, Kailikrein, Subtllisin, Cathepsin G, Chymase, Acrosin, Piasminogen-Aktivator, Cl-Esterase, 
Enterokinase, Tryptase, Post-Prolin-schneldendem Enzym (Prolyl-Endoproteinase), ATP-abhSnglger 
Protease, Thermitase, Mastzellen-Proteinase I und I), Streptomyces grnset/s-Proteinase A, Staphylococ- 25 
cus au/eusV8-Proteinase, Tfenejb/yoa-Protelnase. Urokinase, Blutgerinnungsfaktoren, Komplement-aktl- 
vierenden Faktoren und den Serin-Carboxypeptidasen sowie einer Proteinase, die eine wesentliche 
strukturelle oder funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

74. Eine Pflanze gemass Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Vertreter der 
Bowman-Birk Inhibitor-Familie, der Sojabohnen-Kunitz Inhibitor-Familie, der Rinderpankreas-Trypsin 30 
(Kunltz) Inhibitor-Familie, der Kazal-Trypsin Inhibitor-Familie, der 5/repto/nyces-Subtilisin Inhibitor-Fami- 
lie. der KartoffeHnhibitor l-Fami!ie, der Kartoffel-lnhibitor ll-Familie, der ai-Proteinase Inhibitor-Familie, 

der Himdin-Familie, der Bdellin-Familie, der Eglin-Familie, der lnter-ai -Trypsin Inhibitor-Familie, der 
Serpin-Ueberfamilie, der CUnhibitor-Familie. der Ascaris Inhibitor-Familie, der Leupeptine, der Anti paine, 
Elastinal und Chymostatin oder ein Inhibitor ist, der eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 35 
Aehnlichkeit mit einem der genannten hat. 

75. Eine Pflanze gemass Anspruch 71. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein inhibitor von 
Chymotrypsin oder einer Proteinase ist, die wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehinlichkeit mit 
Chymotrypsin hat. 

76. Eine Pflanze gem^kss Anspruch 75, dadurch gekenrueichnet. dass der Inhibitor ein Kartoffel I-, 40 
Kartoffel I1-, Tomaten I- oder Tomaten IMnhlbitor Ist. 

77. Eine Pflanze gemStss Anspruch 71, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Soja Kunitz Trypsin-lnhibitor, ai-Antitrypsin, Eglin C und Eglin C-Mutanten. 

78. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
Thiolprotelnase ist 45 

79. Eine Pflanze gemass Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit Ist aus 
der Gruppe bestehend aus tnhibitoren von Papain, Bromelain. Ficin, Calpain, Cathepsin B, Cathepsin C, 
Cathepsin L, Cathepsin H, Cathepsin S, Chymopapain, dostripain, Asclepain, Prolyl-Endopeptidase, 
Pyroglutamyl-Peptidase, Dipeptyt-Proteinase I, Hefe-Proteinase B, Streptococcus Proteinase, Staphylo- 
coccus Thiolproteinase und Actinidin sowie einer Proteinase, die eine wesentliche strukturelle oder 50 
funktionelle Aehnlichkeit mit einer der vorgenannten hat. 

80. Eine Pflanze gemass Anspruch 78. dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Cystatin, Calpastatin. Bromelain-lnhibitor, Antipain, Leupeptin, Chymostatin, 
E64 und dessen Abkommlingen sowie tnhibitoren. die eine wesentliche strukturelle oder funktionelle 
Aehnlichkeit mit den genannten haben. 55 

81. Bne Pflanze gemass Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor Antipain oder 
Leupeptin ist. 

82. Eine Pflanze gem^ Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahit ist aus 
der Gruppe bestehend aus Huhnereiweiss-Cystatin, Human-Cystatin A, Human-Cystatin B, Human-Cy- 
statin C, Human-Cystatin S, Ratten-Cy statin a, Ratten-Cystatin p und Kininogen. L-Kininogen und 60 
H-Kininogen. 

83. Eine Pflanze gemass Anspruch 80, dadurch gekennzeichnet. dass der Inhibitor Huhnereiweiss-Cy- 
statin ist. 

84. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichr>et, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
Metallprotetnase ist. 55 
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85. Bne Pftanze gemSss Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor der 
Carboxypeptidase A, Carboxypeptidase B. Aminopeptidase, KoIIagenase, Calclum-abhanglgen neutralen 
Proteinase, von Thermolysin, des Anglotension-umbauenden Enzyms, der renalen Dipeptidase. der 
Enkephalinase. Gelatlnase oder Keratlnase Oder eIn Inhibitor elner Proteinase 1st, die eine wesentllche 

5 strukturelle oder funktionelle Aehnlichkelt mit einer der vorgenannten hat. 

86. Eine Pflanze gemass Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Kartoffel Carboxypeptidase-lnhibttor, Saugetler Kollagenase-lnhibitor, 
aa-Makroglobulin. Gewebe-Bradyklnln-verstarkendem Peptid, Phosphoramidon, Bestatin und Amastatin 
sowie Inhibitoren. die eine wesentllche strukturelle oder funktionelle Aehn!ichkeit mit den genannten 

10 haben. 

87. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ein Inhibitor einer 
sauren Proteinase ist. 

88. Eine Pflanze gemass Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt Ist aus 
der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Pepsin. Renin, Cathepsin D, Chymosin, Penicrllinopepsin und 

15 der Scytalidium sauren Protease B sowie aus Inhibitoren elner Proteinase, die wesentliche strukturelle 

Oder funktionelle Aehnlrchkeit mit einer der genannten hat 

89. Eine Pflanze gemSss Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, dass der Inhibitor ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Pepstatin, Ascaris Carboxylproteinase-lnhibitor, Bauhfnfa Pepsin Inhibitor. 
ScopoUajaponica Protelnase-lnhibitor und Kartoffel Cathepsin D-lnhibitor sowie eines Inhibitors, der eine 

20 wesentliche strukturelle oder funktionelle Aehnltehkeit mit den vorgenannten hat. 

90. Eine RIanze, die ein fremdes Gen, welches fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder 
ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, die f&hig Ist, einen oder mehrere Vorlaufer eines 
Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, enthalt, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst. der 
25 einen Proteinase-lnhibitor oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors kodiert, 

wobei der Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Thiolproteinasen, 
Metallproteinasen, sauren Proteinasen und Nicht-Trypsin-Serin-Proteinasen ausgewahlt Ist; wobei 

(b) besagte Pflanze entweder 

(i) eine Monokotyledone Ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getrekle, 
30 Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und Rasengrasem. 

Faserr>- und Holz-liefernden Pflanzen sowie GewOrz- und Duftpflanzen; oder 

(ii) eine Dikotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Getreide, 
Protein-liefernden Pflanzen. Obst-llefemden Pflanzen, GemQse- und Knollen-liefernden Pflanzen, 
Nusse-liefennden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-lie- 

35 femden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

91. Eine Pflanze gemass Anspruch 90. dadurch gekennzeichnet, dass besagtes Gen oder besagte 
Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der einen Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibi- 
tor Oder einen oder mehrere Vorlaufer eines Nicht-Trypsin-Proteinase-lnhibitors kodiert, wobei der 
Proteinase-lnhibitor aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren der Thiolproteinasen. Metallproteinasen, 

40 sauren Proteinasen und Serin-Protelnasen ausgewahlt Ist. 

92. Ein Verfahren gemass Anspruch 90. dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanze eine Dikotyledone ist, 
typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend auf Obst-liefemden Pflanzen. GemQse- und 
Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futterleguminosen, Fasern- und Holz-liefem- 
den Pflanzen sowie Drogen-enthaltenden Pflanzen. 

45 93. Ein Verfahren gemass Anspruch 92, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gmppe 

von Gattungen ausgewahlt ist, bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Sotanum (Kartoffein), Pisum 
(Erbsen), Beta (Ruben). Gtycme (Sojabohnen), Brassica (Raps und Kohl), Gossypium (Baumwolle) und 
McoflSana (Tabak). 

94. Ein Verfahren gemass Anspruch 92, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone aus der Gruppe 
50 von Gattungen ausgewahlt ist. bestehend aus Lycopersicon (Tomaten), Solanum (Kartoffein), Gossypium 

(Baumwolle) und Nicotiana (Tabak). 

95. Eine Pflanze gemass Anspmch 63, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein fremdes Gen enthalt. das 
fahig ist, einen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder ein fremdes Gen oder eine fremde Gengruppe, 
fahig, einen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhibitors zu exprimieren, dadurch gekennzeichnet, 

55 dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst. der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen Vorlaufer fur einen Proteinase-lnhibitor kodiert. ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metallproteina- 
sen und sauren Proteinasen; und 
^0 (b) besagte Pflanze eine Monokotyledone ist, typmassig ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 

aus Getrekle. Gemuse- und Knollen-liefernden Pflanzen, Oelpflanzen, Zuckerpflanzen, Futter- und 
Rasengrasem, Fasern- und Holz-Iiefemden Pflanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

96. Eine Pflanze gennass Anspruch 95, dadurch gekennzeichnet, dass die Monokotyledone Mais ist. 

97. Eine Pflanze gemass Anspruch 95. dadurch gekennzeichnet, dass der Schadling ein Vertreter der 
65 Gattungen Diabrotica oder Ostrinia ist. 
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98. Bne Pflanze gemass Anspruch 95. dadurch gekennzeichnet, dass der Protein-Inhibitor In den 
Wurzeln. Stengein, Biattem, Samen Oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

99. Eine Pflanze gemass Anspruch 98, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor in den 
wurzeln der Pflanze exprimiert wird. 

100. Eine Pflanze gemass Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein fremdes Gen enthalt, 
das fahig ist, elnen Proteinase-lnhibitor zu exprimieren, oder eIn fremdes Gen oder eine fremde 
Gengruppe, fahig, elnen oder mehrere Vorlaufer eines Proteinase-lnhtbitors zu exprimieren, dadurch 
gekennzeichnet dass 

(a) besagtes Gen oder besagte Gengruppe wenigstens einen kodierenden Abschnitt umfasst, der 
einen Proteinase-lnhibitor oder einen Vorlaufer fur einen Proteinase-lnhibitor kodiert, ausgew^lt 
aus der Gruppe bestehend aus Inhibltoren von Serin-Proteinasen, Thiolproteinasen, Metaltproteina- 
sen und sauren Protelnasen ; und 

(b) besagte Pflanze eine Dikotyledone Ist, typmassig ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus 
Getreide, Protein-liefemden Pflanzen. Obst-liefemden Pflanzen, Gemuse-, und Knoilen-Iiefemden 
Pflanzen. Nusse-liefernden Pflanzen. Oelpfianzen. Zuckerpflanzen, Futterleguminosen. Fasenv und 
Holz-llefemden RIanzen sowie Gewurz- und Duftpflanzen. 

101. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass die Dikotyledone Tomate, 
Kartoffel. Erbse, Sojabohne. Raps oder Baumwolle ist. 

102. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet. dass der Schadiing ein 
Kartoffelkafer ist. 

103. Eine Pflanze gemass Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass der Proteinase-lnhibitor In den 
Wurzeln. Stegeln. Slattern. Samen oder Pollen der Pflanze exprimiert wird. 

104. Bne DNA-Sequenz, die HQhnereiweisscystatin kodiert, dadurch gekennzeichnet. dass e§ sich um 
in Mais bevorzugte Codons handelt. 

105. Bne DNA-Sequenz gemSss Anspruch 104. dadurch gekennzeichnet, dass sie die DNA-Sequenz 
von Fig. 9 umfasst. 

106. Bn Vektor, der eine DNA-Sequenz umfasst, die einen Proteinase-lnhibitor kodiert, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Vektor zur Transformation von Pflanzenzellen oder von Agrobacterium 
verwendet werden kann. 

107. Ein Vektor gemass Anspruch 106, dadurch gekennzeichnet, dass er ein vom Ti-Plasmid 
abgelelteter Vektor ist. 

108. Ein Vektor gemass Anspruch 106, dadurch gekennzeichnet. dass er von den Plasmtden pCIBIO. 
pClB710 Oder pCIB715 abgeleitet ist. 
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Mlia ^IIg SYHTHETISCHE FRA6MENTE ZUR KONSTRUKTION DES 
KUNITZ TRYPSIN-tNNIBITOR-GENS AUS SOJABOHNEN 



mRNA Strang 

5M GA TCCATGAAGA GCACCATCTT CTTTGCTCTC TTTCTCTTTT GTGCCTTC 
3M GCGTTT GGTGGTGTCT AAGAACAAAC CGTTAGTGGT TCAGTTTCAA AAACTTGATA 
AGGAGTCACT CTAG 

cDNA Strang 

30 GATC CTAGAGTGAC TCCTTATCAA GTTTTTGAAA CTGAACCACT AACGGTTTCT 

TCTTAGACAC CACCAA 
50 GTGAAG GCACAAAAGA GAAAGAGAGC AAAGAAGATG GTGCTCTTCA TGGATC 



